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ÉTUDE PRÉLIMINAIRE DE L’UTILISATION DE LA PROTÉINE LACK DANS LE TEST 





          La leishmaniose canine à Leishmania infantum est une maladie zoonosique cliniquement  
protéiforme, de diagnostic difficile et de traitement non curatif. Le système immunitaire joue un rôle clé 
dans la pathogénie, et la réponse de type cellulaire est protectrice vis-à-vis de la maladie. L’Intra-Dermo-
Réaction à la leishmanine est actuellement la méthode de référence pour détecter l’immunité spécifique 
de type cellulaire, mais son inconvénient majeur est la production non standardisée du réactif utilisé, qui 
en restreint son utilisation. Après avoir rassemblé les connaissances actuelles sur la leishmaniose, 
notamment en terme d’immunité et de diagnostic, nous présenterons notre étude expérimentale lors de 
laquelle nous avons étudié et comparé l’efficacité de la protéine LACK avec la leishmanine dans son 
utilisation comme réactif dans l’IDR. Les résultats montrent que cette protéine n’est pas une protéine de 





- leishmaniose                                                   - leishmanine 






          Canine leishmaniasis due to Leishmania infantum is a zoonotic disease causing a variety of 
symptomatic forms, hard to diagnose and with no curative treatment. The immune system plays a key role 
in the pathogenesis, and the cell-mediated response is protective against the disease. The intradermal 
delayed hypersensitivity test, the leishmanin skin test, is presently the reference method to detect the 
specific cellular immunity, but its main inconvenience is the non standardized production of the reagent 
thus restricting its use. After having compiled the main informations about leishmaniasis, especially 
concerning immunity and diagnosis, we will present our experimental study during which we analized and 
compared the efficacy of the LACK protein with leishmanin in its use as a reagent in DTH. The results 
show that this protein is not an eligible protein for this test, concerning reliance and reproductiveness. 
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Les leishmanioses sont des maladies infectieuses dues à des protozoaires flagellés du 
genre Leishmania, parasite des cellules du système des phagocytes mononucléés chez 
diverses espèces de vertébrés. Elles ne sont qu’exceptionnellement contagieuses et sont 
transmises par des insectes diptères nématocères appartenant aux genres Phlebotomus et 
Lutzomyia. La leishmaniose générale du chien est due à Leishmania infantum (NICOLLE, 
1908) et se caractérise sur le plan clinique par une forme classique avec des lésions cutanées 
et des signes généraux, ou une forme asymptomatique, tous les états intermédiaires étant 
possibles. 
La première découverte des parasites chez l’homme a été effectuée par 
CUNNINGHAM en 1885 ; elle a été suivie en 1898 par BOROWSKY qui dessina les 
parasites d’une leishmaniose cutanée. En 1903, LEISHMAN à Londres, puis DONOVAN aux 
Indes,  mirent en évidence chez un malade atteint de « kala-azar » des corpuscules que 
LEISHMAN compare aux formes rondes de certains trypanosomes : « corps de Leishman » 
[33]. D’abord considérés comme des sporozoaires piroplasmidés du fait de leur fréquente 
adhérence aux hématies, les « corps de Leishman » furent finalement désignés par le binôme 
Leishmania infantum par Ch. NICOLLE en 1908 [36]. La même année, NICOLLE démontra 
l’innoculabilité de L. infantum au chien, et rapporta avec COMTE la première observation de 
leishmaniose générale du chien en Tunisie [72]. Ce n’est qu’en 1913 que PRINGAULT, à 
Marseille, observa la leishmaniose canine en Europe [36]. 
La leishmaniose à Leishmania infantum est une maladie zoonosique grave sur le plan 
médical et de pronostic toujours réservé. Le chien en est le réservoir principal, et la maladie 
est d’autant plus préoccupante sur le plan de la santé publique que l’on note une progression 
régulière de son incidence chez l’homme, liée aux divers états d’immuno-dépression 
pathologiques (infection par le VIH) ou iatrogènes (traitements corticoïdes, anti-cancéreux, 
immuno-dépresseurs chez les personnes greffées...). Ainsi, ces dernières années, de 
nombreuses recherches ont été effectuées afin d’améliorer les connaissances 
épidémiologiques, cliniques et thérapeutiques ainsi que les méthodes diagnostiques. En effet, 
le meilleur contrôle des cas de leishmaniose canine présente un double intérêt. D’une part, 
c’est une mesure épidémiologique importante pour la surveillance et le contrôle de la 
leishmaniose viscérale humaine ; la leishmaniose canine est un indicateur de la transmission 
de L. infantum  dans les zones endémiques, et le chien joue alors le rôle d’hôte sentinelle pour 
l’évaluation du risque de leishmaniose chez les personnes sensibles [46]. D’autre part, c’est 
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un pré-requis essentiel pour la gestion des cas de leishmaniose chez le chien par les 
vétérinaires praticiens.  
La clinique est protéiforme et de nombreux outils diagnostiques sont nécessaires pour 
identifier l’infection. Ces dernières années, beaucoup de progrès ont été réalisés et de 
nouvelles méthodes diagnostiques ont été développées, notamment pour identifier le type 
d’immunité mis en place. En effet, le système immunitaire joue un rôle clé dans l’infection à 
Leishmania infantum ; les chiens infectés et présentant des signes cliniques développent une 
réponse immunitaire à dominance humorale, de type T-helper 2, non protectrice, alors que les 
chiens infectés asymptomatiques disposent eux d’une immunité à dominance cellulaire, de 
type T-helper 1, qui, elle, est protectrice [16]. Cette différence entre infection et maladie est 
fondamentale, puisque seule une faible partie de chiens infectés par Leishmania infantum 
développent la maladie [99]. Pourtant, les techniques d’investigations de la réponse 
immunitaire de type T-helper 1 sont encore relativement limitées chez le chien.  
Notre étude avait pour but d’évaluer l’efficacité d’une protéine de synthèse stable et 
productible appelée LACK pour « Leishmania homologue of receptors for Activated C-
Kinase » dans son utilisation dans un test d’Intra-Dermo-Réaction, permettant d’évaluer in 
vivo la réponse immunitaire de type Th 1 chez des chiens infectés asymptomatiques.  
Après avoir rassemblé les connaissances théoriques sur la leishmaniose nécessaires à 
notre étude, en particulier celles concernant les mécanismes immunitaires impliqués dans 
cette maladie, et constaté les difficultés de diagnostic de cette maladie dans l’espèce canine, 
nous présenterons les techniques actuellement disponibles pour évaluer le type de réponse 
immunitaire mise en jeu, et notamment celles concernant la réponse de type Th1 comme 
l’Intra-Dermo-Réaction à la leishmanine. Puis nous tenterons d’établir une comparaison entre 
la leishmanine servant de réactif dans les IDR, mais présentant des problèmes de stabilité et 
de variabilité, et la protéine LACK recombinante qui permettrait de résoudre ces problèmes, 
l’objectif étant d’avoir un test standardisé complémentaire des méthodes sérologiques. 
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1. PREMIERE PARTIE : DONNEES 
BIBLIOGRAPHIQUES 
 
1.1. ETIOLOGIE DE LA LEISHMANIOSE CANINE 
 
1.1.1.  LE PARASITE: Leishmania infantum 
 
1.1.1.1. CLASSIFICATION 
Sous-règne   Protozoa 
Phylum  Sarcomastigophora 
Sous-phylum  Mastigophora 
Classe   Zoomastigophora 
Ordre   Protomastigida (syn. Kinetoplastida) 
Famille  Trypanosomatidae 
Genre   Leishmania 
 
Le genre Leishmania comprend 2 sous-genres [34]: 
¾ le sous-genre Leishmania, où la multiplication des promastigotes est limitée, chez 
l’insecte, à l’intestin moyen 
¾ le sous-genre Viannia, où cette multiplication concerne l’intestin moyen et 
l’intestin postérieur 
L’identification des différentes espèces de leishmanies fait appel à des techniques d’étude du 
profil enzymatique (zymodène). Leur classification est présenté dans le tableau 1. 
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Tableau 1 : Classification des différentes espèces de leishmanies 
Tiré de Roberts, 2000 [92] 
 
Espèce Nombre de 
zymodènes 
Localisation Maladie 
Sous-genre Leishmania (Ross, 1903) 
Leishmania de l’Ancien Monde transmis par Phlebotomus 
L. donovani (Laveran et 
Mesnil, 1903) 
13 Inde, Chine, Bangladesh Leishmaniose viscérale 
anthroponosique 
L. archibaldi (Castellani et 
Chalmers, 1919) 
 Soudan, Ethiopie  
L. infantum (Nicolle, 1908) 18 Centre nord de l’Asie, nord-
ouest de la Chine, Moyen-
Orient, sud de l’Europe, 
nord-ouest de l’Afrique 
Leishmaniose viscérale 
zoonosique 
syn L. chagasi (Cunha et 
Chagas, 1937) 
 Amérique latine  
L. tropica (Wright, 1903) 28 ex-URSS Leishmaniose cutanée sèche 
anthroponosique 
L. killicki (Rioux, Lanotte et 
Pratlong, 1986) 
 Tunisie Leishmaniose cutanée sèche 
L. major  12 Turkistan URSS, Afrique, 
Moyen-Orient 
Leishmaniose cutanée humide 
zoonosique 
L. aethiopica (Ashford et 
Bray, 1973) 
3 Ethiopie, Kenya Leishmaniose tégumentaire 
diffuse 
L. gerbilli (Wang, Qu et Guan, 
1973) 
 Chine, Mongolie  
L. arabica (Peters, Elbihari et 
Evans, 1986) 
 Arabie saoudite  
Leishmania du Nouveau Monde transmis par Lutzomyia 
L. mexicana (Biagi, 1953) 3 Mexique, Belize, Guatemala, 
centre sud des Etats-Unis 
Ulcère des chicleros 
L. amazonensis (Lainson et 
Shaw, 1972) 




 Vénézuéla Leishmaniose cutanée 
localisée 
L. enrietti (Muniz et Medina, 
1948) 
 Brésil  
L. hertigi (Herrer, 1971)  Panama, Costa Rica  
L. deanei (Lainson et Shaw, 
1977) 
 Brésil  
Sous-genre Viannia (Lainson et Shaw, 1987) 
L. braziliensis (Viannia, 1911) 2 Brésil Espundia 
L. peruviana (Velez, 1913)  Pérou ; ouest des Andes Uta 
L. guyanensis (Floch, 1954) 5 Guyane, Guyane Française, 
Surinam 
Pian Bois (forme sèche ou 
humide) 
L. panamensis (Lainson et 
Shaw, 1972) 
 Panama, Costa Rica Leishmaniose cutanée 
localisée 
 
On se limitera ici au sous-genre Leishmania, auquel appartient l’espèce qui nous intéresse, 
Leishmania infantum.  
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1.1.1.2. MORPHOLOGIE GÉNÉRALE ET FORMES 
PARTICULIÈRES 
Leishmania infantum est un complexe de 18 zymodènes. 
Le parasite est polymorphe [24] [36] : 
1.1.1.2.1. La forme amastigote (ou forme Leishmania) 
C’est une cellule ovoïde mesurant 2 à 6 µm, avec un gros noyau, un kinétoplaste (qui est une 
grande mitochondrie) avec ou non un appareil flagellaire rudimentaire appelé rhizoplaste, 
attaché à un blépharoplaste et un  corpuscule parabasal (Illustration 1). C’est la forme 
intracellulaire rencontrée chez l’homme et les mammifères. Elle parasite les cellules du 
système des phagocytes mononucléés, et se multiplie par scissiparité [24]. 
    1   2    3    4             5  
1 Flagelle 
2 Attache flagellaire






Illustration 1 : Leishmania infantum, forme amastigote. 
Source : www.boxerclubcaldara.it/eziologia.htm 
 
1.1.1.2.2. La forme promastigote (ou forme Leptomonas) 
C’est une cellule allongée et fusiforme mesurant de 8 à 24 µm sur 4 à 5 µm, munie d’un long 
flagelle qui lui permet de se déplacer. Le kinétoplaste est situé à la base du flagelle, qui 
mesure 10 à 15 µm (Illustration 2). Elle se multiplie aussi par scissiparité; c’est la forme libre 
et mobile, rencontrée chez le vecteur et en culture. 
1 µm
    1                            2     3       4         5                 6
1 Flagelle
2 Attache flagellaire






Illustration 2 : Leishmania infantum, forme promastigote. 
Source : www.leishmania.org/pagine/leishmaniosi_canina/eziologia-promastigote.asp 
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1.1.1.3. CULTURE DES LEISHMANIES 
L’isolement des souches de leishmanies en culture permet d’une part le typage des souches 
(zymodènes) et d’autre part la préparation d’antigènes utilisés pour le sérodiagnostic, en 
particulier la préparation de la suspension de leishmanies utilisée pour les Intra-Dermo-
Réactions (3 x 108 promastigotes/mL phénol-SDS 0.5% w/v [102]). 
L’inoculum est constitué de petits fragments de tissus obtenus par biopsie de peau, ou de 
pulpe cellulaire obtenue par aspiration de moelle osseuse ou de rate ou de nœuds 
lymphatiques...Pour s’assurer de la stérilité bactériologique de l’inoculum, on introduit 500 
000 unités de pénicilline dans chaque tube au moment de l’inoculation. 
Les milieux de culture et les techniques de cryoconservation des souches isolées sont décrits dans le rapport du 
comité d’experts de l’OMS (Genève). Série. Rapp. Techn. 1990, n 793, 176 p.6 fig. 
 
1.1.2.  LE VECTEUR 
 
Les vecteurs des leishmanies sont des insectes diptères nématocères de l’ordre Diptera, de la 
super-famille des Psychodoidea, de la famille des Psychodidés et de la sous-famille des 
Phlebotominae [33]. Il en existe 2 genres : le genre Lutzomyia est prédominant dans le 
Nouveau Monde, et le genre Phlebotomus est présent dans l’Ancien Monde. C’est le genre 




1.1.2.1.1. Le phlébotome adulte 
L’adulte mesure 3 à 4 mm de long; il est d’aspect «bossu», à peine coloré. Le corps, les ailes 
et les pattes sont velues. Les yeux sont nettement visibles. 
Les antennes longues, formées de 16 articles, se distinguent des palpes maxillaires 
développés, comptant 5 articles, dépassant la trompe proprement dite constituée par une lèvre 
inférieure charnue, creusée en gouttière, le labium, où sont contenues les pièces piqueuses: 
labre-épipharynx, hypopharynx creusé d’un canal salivaire, mandibules et maxilles 
denticulées à leurs extrémités. 
La tête forme un angle de 90° avec l’axe du thorax. 
Les ailes lancéolées portent des nervures disposées en lignes presque parallèles; relevées au 
repos, elles forment avec le corps un angle de 45°. Les pattes sont longues et grêles, les 
postérieures étant les plus longues (Illustration 3). 
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L’abdomen, recouvert de soies, est terminé chez la femelle par deux cerques et chez le mâle 
par un appareil copulateur (Illustration 4) [33]. 
 
     
Illustration 3 : Phlébotome adulte. 
Source : www.lasante.be/maladies/fromanimal/leishman.htm 
 
 
Illustration 4 : Phlébotomes adultes mâle et femelle.  
Source : http ://history.amedd.army.mil/booksdocs/wwii/infectiousdisvolii/default.htm 
Sabin, Philip and Paul, jul 1944, J.A.M.A. 125 :603-606. 
 
1.1.2.1.2. Les larves 
Les larves vermiformes (4 stades successifs) mesurent de 300 à 400 µm de long et possèdent 
un appareil buccal de type broyeur. Le corps, divisé en 12 segments (3 thoraciques et 9 
abdominaux) est muni de nombreuses soies, et le dernier segment porte 2 lobes dorsaux 
prolongés chacun par des soies très pigmentées et longues (soies caudales) et par 2 soies 
épineuses (Illustration 5). La nymphe porte à son extrémité postérieure la dépouille du dernier 
stade larvaire qui sert de support à la nymphe après la mue. 
 
 
Illustration 5 : Larve de Phlebotomus ariasi.  
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Source : www.lasante.be/maladies/fromanimal/leishman.htm 
 
1.1.2.1.3. Les oeufs 
Les oeufs sont fusiformes ou finement ornés. 
 
1.1.2.2. BIOLOGIE 
Les insectes du genre Phlebotomus vivent dans les régions arides et semi-arides de l’Ancien 
Monde. On en connaît plusieurs espèces en France où on les rencontre jusqu’à la latitude de 
Paris. Les principales sont Phlebotomus ariasi et Phlebotomus perniciosus. 
 
1.1.2.2.1. La larve 
La larve vit dans les décombres, la couche supérieure meuble du sol, le substrat des vieux 
murs, les terriers. Elle se nourrit de substances organiques constituées de déchets animaux ou 
végétaux. Elle vit de un à plusieurs mois, mue 4 fois et c’est le dernier stade larvaire qui passe 
l’hiver dans nos régions avant de donner la nymphe. 
Le développement d’une même ponte est asynchrone. 
 
1.1.2.2.2. Les adultes 
Les adultes ont le plus souvent une activité crépusculaire et nocturne. Dans la journée, ils se 
dissimulent dans les recoins obscurs et tous endroits où ils trouvent une humidité suffisante. 
Le soir, ils sont attirés par la lumière crépusculaire ; ils seraient attirés par les mammifères à 
cause de leur production de CO2 et de l’odeur qu’ils dégagent. Ils se déplacent en volant par 
petits bonds avec une grande agilité. Leur capture est difficile. Ils ne peuvent effectuer leurs 
déplacements que par temps calme, lorsqu’il n’y a pas de vent (ou très peu). Leur dispersion 
autour des gîtes larvaires peut atteindre 1,5 km mais elle est généralement de courte portée. 
L’accouplement dure 2 à 4 mn et se produit généralement la nuit. 
Les phlébotomes mâles et femelles se nourrissent de sucs végétaux, mais seules les femelles 
sont hématophages notamment au moment de l’ovogénèse [34]. Après un repas sanguin 
suffisant, elles déposent des oeufs isolément ou par petits groupes dans les gîtes où se 
développent les larves. Le nombre d’œufs pondus est assez variable et peut dépasser la 
centaine. 
Les repas peuvent être pris sur des mammifères, oiseaux, reptiles ou amphibiens. Les 
préférences trophiques sont rarement strictes et les contacts avec les hôtes potentiels jouent 
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certainement un rôle prédominant. La piqûre est douloureuse car ces insectes dilacèrent les 
téguments avec leurs pièces buccales pour aspirer le sang. Le vol est silencieux. 
Dans les pays tempérés de l’hémisphère Nord, les phlébotomes sont actifs d’avril-mai à 
septembre-octobre; en zone équatoriale ils sont actifs toute l’année. 
 
1.1.2.3. INTERACTIONS LEISHMANIE-PHLEBOTOME 
Le parasite, pour survivre dans le tube digestif du phlébotome, est capable de surmonter 
certains obstacles : 
¾ pour résister aux enzymes digestives de l’intestin médian, on a démontré 
l’importance de protéines contenant des phosphoglycanes sécrétées par le parasite (PPG et 
une phosphatase acide). Ces protéines formeraient une matrice qui diminuerait la quantité des 
enzymes digestives et leur charge négative protègerait le parasite de leur effet hydrolysant. Le 
LPG à la surface du parasite jouerait également ce rôle [96]. 
¾ pour s’échapper de la membrane péritrophique composée de chitine entourant le 
repas sanguin, la leishmanie semblerait utiliser une chitinase [98]. 
¾ finalement, la leishmanie doit pouvoir s’attacher aux cellules épithéliales de 
l’intestin pour éviter d’être emportée avec le reste du repas sanguin. Cet attachement serait 
médié par une interaction entre le LPG et les cellules épithéliales de l’intestin [96]. 
 
1.1.2.4. EFFETS DE LA SALIVE DU VECTEUR CHEZ L’HOTE 
La femelle phlébotome hématophage se nourrit par telmophagie (c’est à dire que le repas est 
effectué à partir d’un lac hémolymphatique, mélange de lymphe et de sang, ce qui explique la 
facilité de la contamination du vecteur par des macrophages ou des cellules de Langerhans 
infestés). 
Lors de la piqûre, qu’elle soit infestée ou non de leishmanies, elle injecte de la salive au site 
de la piqûre ; il a été démontré que des homogénats de glandes salivaires avaient un pouvoir 
immunomodulateur augmentant la taille de la lésion et la charge parasitaire [98]. Cette 
exacerbation de la pathologie serait associée à une augmentation de la sécrétion d’Il 4 [3, 41] 
et à une inhibition de plusieurs fonctions importantes du macrophage telles que la 
présentation de l’antigène, la production de monoxyde d’azote (NO) et la prolifération de 
lymphocytes T spécifiques aux parasites [53, 54, 107]. 
1.1.3.  LE RÉSERVOIR 
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Dans l’Ancien Monde, le réservoir de la leishmaniose est constitué par les canidés 
domestiques (chien domestique) et sauvages [33]: Vulpes vulpes (renard), Canis aureus 
(chacal), Canis lupus (loup) et Nyctereutes procyonoides (chien viverrin). 
Dans le Nouveau Monde, ce sont les renards Lycalopex vetulus et Cerdocyon thous, ainsi que 
Didelphis marsupialis (opossum) qui constituent le réservoir sauvage. 
1.1.4.  LE CYCLE ÉVOLUTIF 
 
Le cycle biologique est dixène, c’est-à-dire qu’il nécessite 2 hôtes : le phlébotome et un 
mammifère (Illustration 6). Le genre Leishmania parasite les mammifères. 
 
1.1.4.1. DEVENIR DU PARASITE DANS LE PHLÉBOTOME 
Le phlébotome ingère des phagocytes infestés lors d’un repas sanguin.  
Ces cellules sont dégradées dans le tube digestif de l’arthropode et les formes amastigotes se 
transforment en 12 à 18 heures en formes flagellées. La multiplication des promastigotes est 
limitée à l’intestin moyen du vecteur, en amont du pylore (jonction de l’intestin moyen et de 
l’intestin postérieur) et le développement est dit supra-pylorien.  
Le développement des leishmanies chez le vecteur comporte ensuite la séparation des 
promastigotes en 2 lignées fonctionnelles [35] : 
 > des promastigotes procycliques de forme plus allongés et mobiles, appelés 
nectomonades, commencent à apparaître après 4 jours et s’attachent aux micro-villosités des 
cellules épithéliales de l’intestin médian par leur flagelle. A partir du 7ème jour, les parasites 
migrent vers la partie antérieure de l’intestin médian jusqu'à la valve du stomodaeum qui 
sépare l’intestin médian de l’avant du système digestif. Les nectomonades se transforment 
alors en haptomonades qui sont plus petits et plus arrondis. Ce sont des formes fixées, non 
infectieuses, qui ont pour rôle de bloquer l’intestin pour faciliter la régurgitation des petites 
formes métacycliques, qui ne se divisent pas mais qui sont infectieuses.  
 > à partir de ce pool de cellules, certaines vont évoluer en formes 
métacycliques infestantes (Illustration 6), plus minces avec un long flagelle qui leur confère 
une grande mobilité. Ces cellules ne se divisent pas. C’est cette forme qui est infectieuse pour 
les mammifères.  
Il faut une période d’environ 15 jours entre le premier repas infestant et la première piqûre 
infestante. La valve du stomodaeum permet alors la migration des formes métacycliques vers 
l’oesophage, le pharynx et le proboscis, qui seront transmis au mammifère lors d’une piqûre. 
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L’intestin antérieur de l’insecte est tellement plein de parasites qu’il est quelquefois 
complètement obstrué, ainsi que le proventricule et le pharynx. Les insectes parasités, lors 
d’un nouveau repas sanguin, régurgitent en masse les formes promastigotes infestantes.  
 
 
Illustration 6 : Cycle biologique de Leishmania.  
D’après Simpson et Handman, 2001 [99]. 
 
 
1.1.4.2. DEVENIR DU PARASITE DANS LE MAMMIFERE 
Injectés chez le mammifère à l’occasion d’une piqûre, les promastigotes colonisent les 
phagocytes (principalement les monocytes/macrophages) du système réticulo-endothélial. 
Puis ils se transforment en amastigotes et se multiplient par scission binaire à l’intérieur des 
phagolysosomes. Les phagocytes sont finalement lysés. Les parasites ainsi libérés sont 
phagocytés par des macrophages avoisinants où le processus se poursuit. Ce cycle est complet 
quand l’insecte vecteur ingère des phagocytes infestés à l’occasion d’un repas sanguin.  
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1.2. PHYSIO-PATHOGÉNIE ET RÉPONSE 
IMMUNITAIRE DE L’HÔTE 
 
La leishmaniose canine est connue depuis longtemps sur le plan clinique mais l’exploration 
de la réponse immunitaire aux leishmanies est plus récente. La compréhension des 
mécanismes immunopathologiques de la leishmaniose canine s’appuie donc, en grande partie, 
sur ce qui est démontré dans des modèles expérimentaux murins et canins depuis quelques 
années, et sur ce qui est établi pour certaines leishmanioses humaines. 
 
1.2.1.  INTERACTIONS LEISHMANIES/MACROPHAGES 
 
Les leishmanies sont particulièrement adaptées à une stratégie d’invasion active des 
macrophages. 
 
1.2.1.1. INOCULATION ET ADHÉSION 
Les parasites sous la forme promastigote sont inoculés lors de la piqûre du phlébotome infesté 
directement dans le derme d’un hôte vertébré [97]. 
Les leishmanies doivent être intracellulaires pour se développer, ce qui suppose d’échapper à 
la lyse par le complément puis d’adhérer au macrophage avant la phagocytose, où elles 
pourront se multiplier. 
Lors de cette première étape, on a démontré le rôle capital de 2 antigènes majeurs de surface 
des leishmanies, la gp 63 (glycoprotéine majeure de surface de 63 kDa) et le LPG 
(lipophosphoglycan) [66]; la gp 63 est ancrée dans la membrane parasitaire par un radical 
glycosylphosphatidylinositol (GPI) [8]. Elle est présente en grande quantité au stade 
promastigote, et en faible quantité sur la membrane des formes amastigotes [51]. Le LPG 
n’est présent que sur la membrane des formes promastigotes. Les promastigotes sans LPG 
sont rapidement détruits, c’est donc un facteur de virulence. 
 
1.2.1.1.1. Échappement des formes promastigotes à la lyse 
par le complément 
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La gp 63 contribue à protéger les leishmanies de la lyse cellulaire en convertissant le C3b 
(une partie de la fraction 3 du complément) en C3bi, c’est-à-dire en l’inactivant, tout en 
permettant  l’opsonisation du parasite et sa phagocytose [15].  
Le LPG est capable d’activer le complément et empêche l’accès des complexes lytiques C5-
C9 à la membrane plasmique. Il inactive également le C3b. 
Enfin, le parasite posséderait des protéines kinases qui phosphoryleraient les protéines du 
système du complément et inhiberaient ainsi la cascade [8]. 
1.2.1.1.2. Fixation sur le macrophage 
¾ des promastigotes métacycliques 
 
Illustration 7 : Interactions entre le macrophage et la leishmanie (promastigote) via leurs molécules de 
surface et des protéines solubles. 
PS=phosphatidylsérine, MBP=mannose binding protein, MFR=mannose fucose receptor, CRP=C-reactive 
protein, CRP-R=C-reactive protein receptor, FR=fibronectine receptor. 
Tiré de Bogdan et Röllinghoff, 1998 [7] 
Source : http ://www.theses.ulaval.ca/2004/21419/ch01.html 
 
Les promastigotes métacycliques sont généralement opsonisés par le C3b et le C3bi qui se 
fixent respectivement sur le CR1 et le CR3 du macrophage (Illustration 7). Le LPG et la gp63 
peuvent se lier au C3b et au C3bi (et donc au CR1 et au CR3), ce qui leur permet non 
seulement d’adhérer au macrophage, mais en plus d’empêcher le choc oxydatif lors de la 
phagocytose subséquente [70]. Le LPG peut également lier la protéine C réactive (un produit 
précoce de l’inflammation) et se fixer ainsi sur son récepteur [23]. Il semble de plus que sa 
phagocytose via ce récepteur n’entraîne pas la réponse immunitaire (TNFα, Il 10, Il 12) 
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normalement observée lors d’internalisation d’autres types de particules via le même 
récepteur [6]. La gp63, elle, peut se lier au récepteur de la fibronectine [14]. Elle est de plus 
un ligand d’un récepteur des macrophages (récepteur de type lectine, spécifique du mannose, 
du fucose et de la N-acétyl D glucosamine), ce qui facilite l’adhésion de la leishmanie. 
D’autres récepteurs du macrophage sont impliqués dans l’adhésion du parasite comme le 
récepteur de la fibronectine, le CR4 [95].  
¾ des amastigotes libérés lors de la lyse des macrophages infestés 
Les amastigotes utilisent certains des récepteurs mentionnés ci-dessus pour être internalisés. 
Ils peuvent aussi être phagocytés via les récepteurs Fc du macrophage suite à leur 
opsonisation par des anticorps spécifiques [52]. 
 
1.2.1.2. PHAGOCYTOSE 
L’adhésion est suivie de l’internalisation; les vésicules de phagocytose confluent pour former 
une vacuole parasitophore, qui fusionne avec les lysosomes pour donner un phagolysosome.  
 
1.2.1.2.1. Survie des leishmanies au sein du macrophage 
Il s’agit bien d’une survie, c’est à dire que le parasite doit résister aux mécanismes de 
destruction mis en place par le macrophage (notamment pendant la phagocytose). 
Cette survie dépend de la transformation de la forme promastigote libre en amastigote 
intracellulaire [7]. En effet, cette dernière forme déclenche une réaction oxydative moindre 
et est 7 à 10 fois plus résistante aux radicaux oxygénés que la forme promastigote [78]. Les 
promastigotes très sensibles à l’environnement acide et hydrolytique des phagolysosomes, se 
transforment rapidement en amastigotes résistants, malgré l’absence de LPG à leur surface. 
En effet, les amastigotes possèdent la trypanothione et une trypanothione réductase qui leur 
permettent de maintenir le potentiel d’oxydo-réduction du milieu cellulaire nécessaire aux 
activités enzymatiques. Elles utilisent une enzyme membranaire (ATPase) pour maintenir leur 
pH supérieur à celui du phagolysosome. L’élimination des ions H+ permet en retour l’entrée 
des nutriments dans la cellule [9]. Cette transformation vitale est permise par l’inhibition 
transitoire de la fusion entre le phagosomes et les endosomes via le LPG [30].  
Une sulfoxyde dismutase et une glucathion transférase sont également présentes chez les 
parasites et s’opposent à l’action des radicaux libres de l’oxydative burst. 
 
1.2.1.2.2. Fonctions du macrophage inhibées par les 
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leishmanies 
Au cours de cette phase de phagocytose, il existe des processus enzymatiques de «défense» de 
l’organisme, que l’on peut décomposer en trois groupes : 
¾ La production d’agents microbicides 
Deux types de molécules sont reconnues pour leur efficacité contre les leishmanies ; il s’agit 
du monoxyde d’azote NO [61] et des radicaux nitrés dont l’oxyde nitrique (dérivé de 
l’arginine), le NO•, le NO-, le NO+, le NO2, le NO2-, le N2O3, le N2O4, les S-nitrosothiols 
(S-NO), le peroxynitrite (ONOO-) et les complexes nitrosyls-métaux, et des métabolites de 
l’oxygène (radicaux libres oxygénés produits par le stress oxydatif ou « oxydative burst »).   
Les leishmanies auraient la capacité d’inhiber la formation du monoxyde d’azote NO, et le 
LPG et la gp63 inhiberaient la formation de radicaux oxygénés (•OH, O2 et ClO- à action 
leishmanicide) via l’inactivation de la protéine kinase C (PKC) [22]. 
¾ La production de cytokines 
Les cytokines produites par le macrophage infesté interviennent soit dans la réponse 
inflammatoire (Il 1 et TNFα) soit dans l’activation des lymphocytes T (Il 12) [18]. Les 
leishmanies sont capables d’infester le macrophage sans induction de la production de 
cytokines pro-inflammatoires, ce qui leur permet de contrer la réaction inflammatoire qui leur 
serait fatale [8]. Par ailleurs, l’inhibition de la production d’Il 12 leur permet d’empêcher 
l’activation des lymphocytes Th1, source d’IFNγ qui active les macrophages. 
¾ La présentation d’antigènes et les interactions cellulaires 
Les leishmanies sont capables d’inhiber la présentation de leurs antigènes par les 
macrophages via le CMH II, et donc d’empêcher leur reconnaissance par les LT activés.  
Cette présentation dépendrait du stade des parasites : les promastigotes permettraient sa 
présentation de façon transitoire, tandis que les amastigotes pas du tout. 
Ainsi la transformation du promastigote en amastigote en phase précoce de l’infection permet 
non seulement une meilleure survie du parasite au sein du macrophage, mais aussi de 
diminuer la réponse immunitaire dirigée contre lui. 
 
1.2.1.2.3. Voies de signalisation altérées par les leishmanies 
La signalisation cellulaire est le moyen qu’ont les cellules de produire une réponse à leur 
environnement et d’interagir entre elles. Elle débute lors de la fixation d’un ligand extérieur à 
un récepteur de surface de la cellule. Cette liaison active le récepteur et provoque sa liaison 
avec des messagers secondaires, le plus souvent des kinases. On aboutit alors à une cascade 
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biochimique qui se traduit par des évènements tels que la phagocytose, la polymérisation des 
filaments d’actine et la transcription de gènes [7]. 
De plus en plus d’études démontrent que l’infection par des leishmanies cause l’inactivation 
des voies de signalisation dépendantes du Ca2+ et des PKC. 
¾ Inhibition des voies de signalisation calcium-dépendante 
L’infection des macrophages par les leishmanies fait augmenter le niveau de Ca2+  
intracellulaire basal. Il en découle l’inactivation de la voie de signalisation dépendante du 
Ca2+. Il semble également que le LPG puisse lier le Ca2+, ce qui pourrait expliquer cette 
augmentation par séquestration du Ca2+ sur le LPG. 
¾ Inactivation de la protéine kinase C (PKC) 
La PKC est une enzyme dépendant de la mobilisation du Ca2+ [6]. La PKC est activée par le 
DAG (diacylglycérol) situé sur la membrane cytoplasmique de la cellule avec laquelle elle se 
lie. Elle joue plusieurs rôles dans la réponse immunitaire, dont la modulation  de la 
phagocytose et la production de métabolites de l’oxygène via la chaîne oxydative [23]. Les 
leishmanies, grâce au LPG, auraient la capacité d’interagir avec la PKC au niveau de ses sites 
de liaison du DAG, du Ca2+, des phospholipides et même d’empêcher son insertion dans la 
membrane [29]. 
 
1.2.1.3. EVOLUTION DE L’INFECTION 
On aura une destruction partielle ou totale des parasites, ou un effet cytostatique qui peut 
laisser présager à plus long terme une extension de l’infection. Cette évolution est fonction de 
l’hôte mais aussi des leishmanies. 
Différents facteurs influent sur cette évolution: 
 
1.2.1.3.1. Les particularités génétiques 
La résistance à l’infection, chez la souris, peut être contrôlée par un complexe de gènes 
régulateurs, dont l’expression est supportée par des cellules de la lignée macrophagique [22]. 
Chez l’homme, des gènes de sensibilité et/ou résistance ont également été identifiés dans le 
génome [10]. 
Chez le chien, on n’a pas encore identifié de gène responsable d’un état de 
sensibilité/résistance, mais de nombreux arguments laissent envisager leur existence. 
L’existence de chiens naturellement résistants a été confirmée ; par exemple, chez les chiens 
des Iles Baléares, l’expression clinique lors d’infection est moins fréquente que chez d’autres 
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chiens, et cette caractéristique a été associée à une réactivité significative des cellules 
participant à la réponse immunitaire de type cellulaire, révélée par le fort taux de positivité 
lors des Intra-Dermo-Réactions à la leishmanine [101]. 
 
1.2.1.3.2. L’environnement 
Une baisse de température peut être à l’origine d’une diminution du métabolisme des 
macrophages et de l’efficacité des cytokines. Ceci expliquerait le long délai de guérison des 
lésions cutanées et la localisation fréquente des lésions sur les extrémités chez le chien. 
 
1.2.1.3.3. L’activation des macrophages 
Les macrophages chez qui se multiplient les leishmanies jouent un rôle essentiel, après leur 
activation. Celle-ci est essentiellement sous la dépendance de lymphokines telles que 
l’interféron gamma (IFN γ). Il existe une corrélation positive entre le degré de résistance et le 
degré de réponse à l’activation des macrophages par les cytokines [11]. 
 
1.2.2.  REPONSE IMMUNITAIRE DE L’HOTE 
 
La leishmaniose est une maladie cliniquement très variée; il peut s’agir d’infections cutanées 
localisées bénignes ou d’une maladie diffuse incontrôlable, d’un état asymptomatique ou à 
l’opposé d’une maladie systémique fatale, toutes les formes intermédiaires étant possibles. Le 
large spectre clinique et pronostique s’explique par les diverses modalités de la réponse 
immunitaire [21, 102]. 
 
1.2.2.1. ANTIGENES LEISHMANIENS ET PRÉSENTATION DE 
L’ANTIGÈNE 
 
1.2.2.1.1. Les antigènes leishmaniens 
Les leishmanies possèdent divers antigènes de surface, certains communs à d’autres 
protozoaires, d’autres caractéristiques du genre Leishmania ou de certaines espèces [83]. 
¾ le lipophosphoglycan (LPG) et la glycoprotéine de poids moléculaire 63 kDa (gp63) 
Le LPG et la gp63 semblent réguler un grand nombre d’interactions du parasite avec le 
macrophage. La réponse immunitaire déclenchée par le LPG et la gp63 a suscité beaucoup 
d’intérêt à cause de leur forte expression à la surface des promastigotes. La gp63 est un 
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antigène majeur reconnu par le système immunitaire lors d’infection naturelle ou 
expérimentale, entraînant l’apparition d’une réponse cellulaire spécifique [10], mais la 
réponse cellulaire à la gp63 n’est pas corrélée avec une résistance ou une sensibilité à 
l’infection. Les études sur la réponse immunitaire au LPG ont révélé que le LPG associé à une 
protéine (ou des protéines) peut provoquer une réponse immunitaire. Ce domaine reste en 
grande partie encore inexploré [62]. 
¾ la protéine LACK (Leishmania homologue of receptor for Activated C-Kinase) 
La protéine LACK est aussi un antigène leishmanien important ; sa présentation par le CMH 
II des macrophages infestés et activés par l’IFNγ permet d’activer les lymphocytes T ; elle 
serait donc liée à la destruction au moins partielle des leishmanies, en phase précoce de 
l’infection (la présentation antigénique de la protéine LACK est en effet inhibée par les 
formes amastigotes).  
L’équipe de Vicente LARRAGA a réussi l’extraction, la purification et le clonage 
moléculaire de cette protéine [44], ce qui a permis son étude plus approfondie ; la protéine 
LACK, encore appelée antigène p36/LACK du fait de son poids moléculaire de 36 kDa, est 
un analogue du récepteur à la protéine-kinase C activée. Cette protéine a été étudiée chez 
l’homme et la souris, et fait encore actuellement l’objet de nombreuses études pour le 
développement d’un vaccin canin [45, 47]. Chez les souris sensibles (souches BALB/c), il a 
été montré que la protéine LACK induisait une protection vis-à-vis du parasite deux fois plus 
efficace que d’autres antigènes leishmaniens, tels que le LSA (Leishmania Soluble Antigen), 
ou la principale protéine de surface gp63 [45]. Cette protéine serait impliquée dans les 
mécanismes précoces de régulation de l’immunité, et jouerait un rôle dans le développement 
d’une immunité protectrice, c’est-à-dire cellulaire, vis-à-vis du parasite. Chez l’homme, cette 
protéine induit la production d’IFNγ et d’Il 10 chez les LT et les NK, deux chémokines 
activement impliquées dans l’immunité anti-leishmanienne [63].  
¾ les autres antigènes leishmaniens 
En plus de ces trois antigènes, des protéines ribosomiales acides (LiP2a et LiP2b), des 
kinésines, l’actine, la tubuline et des protéines hsp (heat shock proteins) sont aussi 
considérées comme des antigènes leishmaniens [18]. Le sérum de chiens naturellement 
infectés par Leishmania infantum renferme des anticorps spécifiques dirigés contre tous ces 
antigènes. Par ailleurs, il est démontré que le sérum de chiens infectés par L. infantum 
contient des anticorps dirigés contre les histones H3 parasitaires [104]. 
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1.2.2.1.2. La présentation de l’antigène 
Parmi les cellules présentatrices d’antigène (CPA), les cellules dendritiques (dont les cellules 
de Langerhans) jouent un rôle capital. 
On a récemment démontré que les cellules de Langerhans et d’autres cellules dendritiques 
peuvent être parasitées. Le faible nombre de parasites dans les cellules de Langerhans suggère 
que leur rôle essentiel n’est pas une action de phagocytose, caractéristique des macrophages 
mais plutôt un processus de présentation de l’antigène. 
Les cellules de Langerhans migrent de l’épiderme vers le site inflammatoire dermique dans 
lequel elles sont capables d’internaliser les parasites, puis vers le ganglion lymphatique 
satellite où elles jouent leur rôle de CPA vis-à-vis des LT. Elles initient donc la réponse 
immunitaire à médiation cellulaire [55]. Elles pourraient donc jouer un rôle capital dans 
l’initiation et la régulation de la réponse immunitaire locale et générale contre L. infantum 
[97]. 
Les macrophages parasités jouent aussi le rôle de CPA et induisent une réponse immunitaire. 
 
1.2.2.2. CARACTÉRISTIQUES GÉNÉRALES DE LA RÉPONSE 
IMMUNITAIRE 
 
Il existe une dichotomie au niveau de la réponse immunitaire entre les chiens résistants et les 
chiens sensibles. 
Les animaux présentant des signes cliniques produisent de grandes quantités d’anticorps anti-
leishmaniens alors que les chiens asymptomatiques (résistants à l’infection) ont un faible taux 
d’anticorps [17, 81]. 
Sur des chiens infectés expérimentalement et naturellement, le développement de la maladie 
est lié à une déficience de l’immunité à médiation cellulaire [26] et à une réponse humorale 
forte mais inefficace qui permet la dispersion du parasite à travers l’organisme et l’apparition 
de lésions inflammatoires généralisées [66]. La leishmaniose-maladie est associée à un 
effondrement du nombre des LT totaux (immunité à médiation cellulaire), en comparaison 
avec les chiens infectés asymptomatiques et les chiens sains [10].   
 
1.2.2.2.1. Réponse immunitaire de type Th2 
La réponse immunitaire de type Th2, associée à une réponse de type humorale, ne joue pas un 
rôle protecteur dans le contrôle de l’infection [39]. Elle est cependant bien connue ; chez les 
 29
chiens infectés expérimentalement, la production d’anticorps débute quelques semaines après 
l’infection, et leur titre devient positif aux alentours de 2 mois après l’inoculation selon le 
type de test. Puis les titres continuent d’augmenter jusqu'à 3-4 mois après inoculation. 
La majorité des animaux infectés et présentant des signes cliniques ont une 
hypergammaglobulinémie polyclonale, la grande majorité des anticorps produits n’étant pas 
spécifiques des leishmanies. Cette hypergammaglobulinémie est la conséquence de la 
stimulation polyclonale des LB. Il n’y a d’ailleurs qu’une faible corrélation entre le taux 
d’anticorps spécifiques mesurés par ELISA ou IF et l’intensité de l’hypergammaglobulinémie 
[38].  
Ces anticorps sont essentiellement des IgG, des IgM et des IgA en moindre quantité. 
L’analyse des sous-classes d’IgG  a démontré que des IgG1 et des IgG2  étaient présentes dans 
le sérum de chiens infectés. Il y aurait une corrélation entre l’apparition des signes cliniques 
et l’induction des IgG1 tandis que les IgG2 sont retrouvées de façon prédominante chez les 
chiens asymptomatiques et sont donc corrélées à une résistance à Leishmania infantum [12]. 
La forte quantité des IgG1 par rapport à celle des IgG2 se traduit alors par une forte quantité 
d’Igtotales. La cinétique de ces 2 sous-classes d’IgG est différente : une fois les animaux traités 
et en rémission clinique, la concentration d’ IgG1 diminue alors que celle des IgG2 se 
maintient. 
Ces anticorps présents lors de la maladie ne confèrent pas une protection à l’animal et peuvent 
même être à l’origine de pathologies en raison de la formation de complexes immuns 
circulants et de leur dépôt sur les membranes basales [74]. Il peut y avoir également la 
formation d’auto-anticorps [60]. 
 
 
1.2.2.2.1.1. Les complexes immuns circulants (CI) 
La présence de complexes antigène-anticorps circulants peut jouer un rôle important dans la 
pathogénie de la leishmaniose chez le chien. Le dépôt de CI dans les articulations et les 
membranes basales des reins, des vaisseaux sanguins et des yeux aboutit respectivement à une 
polyarthrite, une glomérulonéphrite, une vascularite ou une uvéite [74, 91]. Ceci rapproche la 
leishmaniose de certaines maladies auto-immunes tel que le Lupus Erythémateux Disséminé. 
Il a été démontré qu’environ la moitié des chiens leishmaniens avait une augmentation de CI 
circulants et étaient prédisposés à des lésions rénales [65]. La créatinémie, paramètre rénal, 
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pourrait être utilisée alors comme un indicateur de l’élévation du taux de complexes immuns 
circulants dans la leishmaniose canine. 
Ces lésions rénales sont surtout des lésions glomérulaires avec une large prépondérance de 
glomérulonéphrite aiguë ou extra-membraneuse. Ces lésions se forment sûrement par fixation 
de complexes immuns préformés et de petite taille. Cette fixation serait en relation avec 
l’existence au niveau de la membrane basale de sites anioniques capables de fixer des 
molécules chargées positivement telles que les CI [71]. 
Les immunoglobulines intervenant dans les complexes immuns sont des Ig M ou des Ig A 
dans respectivement 36.8% et 89.4% des cas [65]. De plus, les CI circulants peuvent 
intervenir dans la pathogénie de la maladie en activant le complément. 
Ils sont connus pour avoir également une action immuno-suppressive [9]. 
 
1.2.2.2.1.2. Les auto-anticorps 
Dans la leishmaniose canine, il semble qu’il y ait formation d’auto-anticorps. Selon une étude 
de L. FERRER [39], le test de Coombs est positif dans 10% des cas: cela peut être expliqué 
par la présence de complexes immuns circulants mais aussi sûrement par la présence d’auto-
anticorps. 
La formation d’anticorps anti-nucléaires, d’anticorps anti-muscles lisses, de facteurs 
rhumatoïdes ou de cryoglobulines (ces protéines pouvant précipiter dans les vaisseaux 
sanguins des extrémités du corps par temps froid et être à l’origine d’une nécrose et d’une 
ischémie locale) a été documentée [13]. 
Tous ces auto-anticorps peuvent avoir diverses conséquences associées à la formation de 
complexes anticorps-antigènes. Ils peuvent ainsi avoir des effets pathogènes en déclenchant 
des phénomènes inflammatoires dans les tissus où les CI se déposent. 
 
 
1.2.2.2.1.3. La modulation de l’action des macrophages 
Les anticorps peuvent agir par opsonisation et augmenter ou diminuer la phagocytose par les 
macrophages. 
Le recours aux anticorps monoclonaux a permis de mieux comprendre cet effet du sérum en 
précisant l’action des anticorps selon le genre de leishmanie. Des anticorps monoclonaux, IgG 
ou IgM, augmentent la capture des promastigotes de Leishmania major sans provoquer la 
destruction des parasites. Des anticorps monoclonaux, IgG2b, augmentent la destruction des 
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promastigotes de Leishmania major alors que des anticorps monoclonaux IgG1b, ont l’effet 
inverse avec Leishmania mexicana [9]. 
De plus les parasites sont capables d’échapper à l’action des anticorps par un phénomène de 
« capping » : les 2 formes de Leishmania donovani (pro et amastigote) sont capables de 
regrouper rapidement leurs antigènes membranaires après fixation d’anticorps. Les complexes 
antigène-anticorps peuvent migrer à un pôle de la cellule puis sont éliminés. Ce processus de 
« capping » fait penser au modèle de mosaïque fluide de la structure membranaire des cellules 
des mammifères. En quelques heures, les parasites peuvent reconstituer leur couverture 
antigénique [32]. 
 
1.2.2.2.1.4. L’action directe sur les parasites 
En se fixant sur les formes libres (promastigotes), les anticorps (IgG et IgM) peuvent activer 
le complément et permettre leur destruction, au moins partielle [9]. 
 
1.2.2.2.1.5. Une aide au diagnostic 
Les anticorps spécifiques de parasite sont utilisés dans le cadre du diagnostic sérologique. On 
peut observer qu’il n’y a pas de relation entre la sévérité des signes cliniques et le titre 
sérologique. En conséquence, le dosage sérologique n’a aucune valeur pronostique. De plus, 
en zone d’endémie, certains chiens infectés ont une sérologie négative [39]. Cependant, chez 
des chiens ayant déclaré la maladie, et suivis régulièrement, on observe une augmentation des 
titres sérologiques avant les rechutes cliniques [90]. 
 
1.2.2.2.2. Réponse immunitaire de type Th1 
L’immunité protectrice en matière de leishmaniose est l’immunité de type Th1, associée à une 
réponse de type cellulaire. 
La leucopénie et plus particulièrement la lymphopénie, sont associées à une expression 
clinique de la maladie et ce d’autant plus que l’état clinique de l’animal est mauvais. 
L’ensemble du paragraphe suivant est repris dans un schéma récapitulatif (Illustration 8). 
 
1.2.2.2.2.1. Les lymphocytes T (LT) 
Dans la suite logique de l’infection, après la phagocytose, les macrophages et surtout les 
cellules de Langerhans  jouent le rôle de cellule présentatrice d’antigène (CPA) vis-à-vis de 
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cellules immuno-compétentes que sont les lymphocytes, en particulier les LT CD4+ encore 
appelés LT Helper. 
Remarque: les LT CD8+ ont un rôle limité et peu connu dans le contrôle de l’infection [35]. 
Ces LT Helper comprennent deux sous-populations :les LT Helper de type 1 (Th1) et les LT 
Helper de type 2 (Th2). 
Ces 2 sous-populations lymphocytaires sont identiques morphologiquement mais se 
différencient par leur fonction et les cytokines qu’elles sécrètent [90]. La réponse Th1 ou Th2 
est orientée au moment de la présentation de l’antigène. Ainsi à partir de précurseurs 
communs, apparaissent diverses populations lymphocytaires après stimulation antigénique 
itérative: Th0, puis de façon prépondérante l’une des 2 sous-populations Th1 ou Th2 [9]. 
 
Lors d’infection expérimentale de souches murines génétiquement résistantes (souris 
C57BL/6), il ressort que la résistance à l’infection dépend de l’orientation de la réponse 
immunitaire vers la sous-population de type 1 qui doit être puissante et passe par la 
production de cytokines telles que l’interféron gamma (IFNγ), l’Il 2, l’Il 12 et le TNFα. Au 
contraire, la maladie se développe à la suite d’une réponse orientée vers la sous-population de 
type 2 en association avec la production d’Il 4, Il 5, Il 6 et Il 10. Les deux sous-populations 
Th1 et Th2 produisent toutes les deux de l’Il 3, du GM CSF (granulocyte macrophagy colony 
stimulating factor) et du TNFα. 
Les deux sous-populations Th1 et Th2 s’inhibent réciproquement : Th1 inhibe Th2 par 
l’intermédiaire de l’INFγ. Quant aux Th2 ils sont suppresseurs pour les Th1 grâce à l’Il 10 et 
l’Il 4. 
La sous-population Th1 permet, par l’intermédiaire des cytokines, de stimuler l’immunité à 
médiation cellulaire protectrice. La sous-population Th2, quant à elle, favorise la prolifération 
des LB et la production d’anticorps qui, comme on l’a vu précédemment, ne sont pas 
protecteurs [35, 74, 91]. 
Le développement des LT Helper est sous l’influence des cytokines mais aussi sous 
l’influence d’autres facteurs comme le type de CPA, la nature de l’antigène reconnu et la dose 
parasitaire [35]. 
Des LTs ou suppresseurs régulent cet ensemble en consommant une interleukine particulière, 
l’Il 2, sécrétée par les LT Helper et qui les stimulent (il s’agit d’un processus d’auto-
stimulation); en consommant l’Il 2 ou en bloquant le récepteur, ces LTs empêchent la réaction 
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de s’emballer. On a montré que ces LTs appartiennent à une population de lymphocytes de 
phénotype CD45RO-. 
Les voies de recherche s’orientent vers la compréhension des mécanismes de différenciation 
de population CD4+ vers la sous population de type 1 ou 2. La connaissance de ce 
phénomène aura des conséquences importantes surtout au niveau vaccinal. 
 
Tableau 2 : Résumé des fonctions des différentes cytokines impliquées dans la réponse immunitaire anti-
leishmanienne 
 Th1 protectrice Th2 non-protectrice 
Cytokines spécifiques IFNγ  Il 2  Il 12  TNFα Il 4  Il 5  Il 6  Il 10 
Cytokines communes Il 3  GM CSF  TNFα 
Cytokines inhibitrices IFNγ Il 4 Il 10 
 
1.2.2.2.2.2. Les cytokines 
Les études utilisant les souris montrent l’importance capitale de l’IFN γ et de l’Il 4. Le 
développement d’un type de sous-population lymphocytaire est sous la dépendance de 
cytokines spécifiques : l’ IFN γ inhibe la prolifération de Th2 et est essentiel pour une réponse 
Th1, alors que l’Il 4 inhibe l’expression du récepteur de l’ Il 2 et la production de l’ IFN γ et 
oriente la différenciation vers Th2. 
   L’interféron gamma IFN γ 
Il est produit par les LTh1 CD4+, les LT CD8+ et les cellules NK. Cet interféron est capable 
d’activer le macrophage pour la destruction du parasite intracellulaire et oriente la 
différenciation vers Th1. Mais on a démontré que seul, il n’était pas suffisant dans cette 
différenciation [62]. 
   L’IL 12 
Elle est produite par les macrophages/monocytes, les cellules dendritiques, les cellules NK et 
les LB. Elle intervient dans l’orientation de la réponse vers Th1, induit la prolifération et la 
production de l’IFN γ par les cellules NK et les LT [35]. La sensibilité observée chez la souris 
BALB/c reposerait sur l’incapacité à synthétiser, dans les premiers jours du processus 
pathologique, des taux suffisants d’Il 12 nécessaires à l’induction d’une réponse de type Th1.  
La production d’Il 12 est inhibée par l’Il 4 et l’Il 10 [10]. 
   Le Tumor Necrosis Factor α 
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Le TNF α, associé à l’IFN γ, a une action positive sur la destruction du parasite intracellulaire 
au sein des macrophages en activant la production des dérivés de l’oxygène et du monoxyde 
d’azote, doués de propriétés parasiticides [10]. 
   L’IL 3 et le GM-CSF 
Ils sont responsables de la multiplication et du recrutement des macrophages. Le GM-CSF 
pourrait jouer un rôle dans la thérapeutique. Il intervient dans l’activation des macrophages 
chez l’homme [35]. 
   Le Macrophage Inhibitory Factor (MIF) 
Il est aussi capable d’activer les macrophages pour détruire Leishmania donovani in vitro 
[22] ; ces cytokines (GM-CSF et MIF) interviennent de façon générale dans la résistance, 
mais les mécanismes sont assez mal connus. 
   L’IL 4 
Elle est produite par les LTh2 CD4+ et a pour cible les LB qu’elle stimule d’où 
l’hypergammaglobulinémie lors d’infection. Elle a une action inhibitrice sur l’activation des 
macrophages et sur la production de l’INF γ [88]. Elle oriente la réponse immunitaire vers la 
sous-population Th2. 
   Le Transforming Growth Factor β 
Il est produit par de nombreuses cellules telles que les LB, les LT et les macrophages activés. 
Il semble avoir un rôle important dans la pathogénie de la leishmaniose en inhibant la 
production de l’IFNγ et en augmentant la production de l’IL 4. Il intervient donc chez les 
animaux sensibles. 
   L’IL 10 
Elle est produite par les LT et les LB. Elle intervient dans l’immunité à médiation humorale, 
inhibe la synthèse du TNF α et de l’IFNγ et bloque la destruction intracellulaire du 
protozoaire par les macrophages [35]. 
L’Il 4 et l’Il 12, en début d’infection, contribuent vraisemblablement à l’instauration d’une 
réponse secondaire de type Th2-IL 4 (sensibilité) ou de type Th1-IFN γ (résistance) 
respectivement [10]. 
La réponse immunitaire protectrice aboutit à l’activation de l’immunité à médiation cellulaire. 
Cette activation (sous la dépendance de l’IFN γ et du TNF α surtout) consiste en la production 
de NO et de radicaux oxygénés permettant la destruction des parasites. Comme on l’a vu 
précédemment, le parasite a des moyens d’échapper à cette destruction.  
Tableau 3 : Rôles connus des cytokines dans la résistance ou la sensibilité lors de leishmaniose murine  
D’après REED [86] 
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 IFNγ GM-CSF Il 3 Il 2 Il 4 Il 10 Il 12 TGFβ TNFα
Effets curatifs in vivo oui      oui  oui 
Destruction intracellulaire oui        oui 
Associé à une résistance oui   oui   oui  oui 
Prolifération de Th 1 oui oui     oui   
Prolifération de Th 2     oui   oui  
Associé à la sensibilité   oui  oui oui  oui  
 
Les mécanismes décrits chez la souris semblent se retrouver chez l’homme et le chien. 
L’existence de LTh1 CD4+ et de LTh2 CD4+ ainsi que les cytokines décrites chez la souris 
se retrouvent chez l’homme (malgré quelques différences). Le concept selon lequel les LTh1 
seuls induiraient la protection et les LTh2 la sensibilité apparaît peut-être un peu trop 
simpliste. 
Chez le chien, les études sont en cours. Dans la leishmaniose canine, les premières recherches 
semblent donner un rôle possible à l’IL 2 et au TNF α dans la résistance contre Leishmania 
infantum chez les chiens infectés naturellement et expérimentalement [89]. Par contre aucune 
corrélation n’a été trouvée entre le fort taux d’anticorps des chiens symptomatiques et la 
production de l’IL 6 [81]. Beaucoup de questions restent sans réponse pour le moment. 
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Illustration 8 : Réponse immunitaire de l’hôte face à l’infection par une leishmanie 
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1.3. CONSÉQUENCES CLINIQUES 
 
Cliniquement, 3 catégories de chiens infectés asymptomatiques sont mis en évidence : ceux 
qui vont développer la maladie tôt ou tard (cas prépatents), ceux qui resteront 
asymptomatiques pendant de très longues périodes, voire toute leur vie, et ceux qui 
parviennent à se débarrasser du parasite ; les 2 derniers groupes de chiens sont dits résistants, 
au contraire du premier groupe qui est dit sensible. 
 
1.3.1. EXTENSION DE L’INFECTION 
 
Chez les chiens sensibles, l’extension, à partir du point d’inoculation, se fait par voie 
hématogène, très précocement par le transport des cellules infectées qui gagnent le foie, la 
rate puis les autres sites. Chez le chien, les leishmanies sont très rarement observées dans le 
sang. 
Dans le foie, les leishmanies sont rapidement captées par les cellules de Küpfer, et entraînent 
la formation de granulomes. 
On observe aussi une polyadénomégalie et une splénomégalie, qui s’expliquent du fait de la 
localisation des leishmanies au sein des cellules du système des phagocytes mononucléés, qui 
provoque leur prolifération ainsi qu’une dédifférenciation et une multiplication des 
plasmocytes. La synthèse massive d’anticorps est à l’origine de la formation de complexes 
immuns (CI) en liaison avec les Ag parasitaires; ces molécules, trop grandes pour être 
phagocytées et détruites par les macrophages, forment des dépôts sur les membranes basales 
et provoquent une réaction d’hypersensibilité de type III avec une symptomatologie 
spécifique: le dépôt de CI dans les articulations et les membranes basales des vaisseaux 
sanguins et des yeux aboutit respectivement à une polyarthrite, une vascularite ou une uvéite; 
les lésions rénales, dues au dépôts des CI sur la membrane basale rénale, ont été décrites 
précédemment.  
L’amaigrissement fréquemment observé est lié à l’augmentation du catabolisme protéique, 
provoquée par un excès de synthèse du TNFα par les macrophages activés. 
Le parasite envahit aussi les cellules souches de la moelle osseuse, et entraîne une 




1.3.2. CONSÉQUENCES CLINIQUES ET BIOLOGIQUES 
CHEZ LE CHIEN 
 
Cette maladie est dite protéiforme, d’incubation longue (plusieurs mois à années). Elle peut 
être asymptomatique ou s’éloigner du tableau clinique classique, d’où la difficulté du 
diagnostic clinique. 
 
1.3.2.1. SIGNES CLINIQUES GENERAUX 
 
1.3.2.1.1. Adynamie 
L’abattement, très fréquent, peut aller jusqu’à la prostration; l’asthénie est parfois l’unique 
motif de consultation. 
1.3.2.1.2. Amaigrissement 
Il est lié à l’augmentation du catabolisme protéique, provoqué par un excès de synthèse du 
TNFα par les macrophages activés [72].  
On observe plus particulièrement une amyotrophie 
nette au niveau de la tête, affectant les muscles 
masticateurs; la fonte musculaire de ces muscles creuse 
les fosses temporales, donnant au chien un «faciès de 
vieux chien» assez caractéristique. Cette fonte 
musculaire peut se généraliser avec la maladie, et aller 
jusqu’à la cachexie. 
 
Photographie 1 : Chien leishmanien atteint de cachexie. 
Source : http ://www.parasitus.com/krankheiten/protozoen/leishmaniose/symptome/body_symptome.html 
 
1.3.2.1.3. Hyperthermie 
Elle est intermittente et rarement décelée [21]. 
1.3.2.1.4. Anémie 
On peut observer une pâleur des muqueuses et un essoufflement à l’effort. L’anémie est de 
type normochrome et normocytaire [11]. Elle devient arégénérative quand le parasite a 




Elles sont dues à une thrombopénie et liées au syndrome d’hyperviscosité sanguine [11]. 
L’épistaxis [74] est parfois le seul motif de consultation. De rares entérites hémorragiques 
aiguës [11], un cas de pancréatite hémorragique et un cas de péricardite hémorragique 
associés à une leishmaniose viscérale ont été décrits [5]. 
 
1.3.2.2. SIGNES CUTANÉO-MUQUEUX 
 
1.3.2.2.1. Chancre d’inoculation 
Il siège sur les zones glabres ou peu recouvertes de poils (face, pavillon auriculaire); il 
correspond au point d’inoculation des leishmanies par l’insecte vecteur. Le chancre apparaît 
environ 3 mois après la piqûre, il forme initialement une lésion circulaire érythémateuse de 
10-15 mm de diamètre, qui évolue en papule avec érosion centrale, et enfin en lésion ulcéro-





Au squamosis (parakératose), s’associe une 
hyperkératose, c’est à dire un épaississement 
de la couche cornée de l’épiderme, de la truffe 
et des coussinets. 
 
 
Photographie 2 : Hyperkératose des flancs et de la face caudale des cuisses, avec hyperpigmentation 
secondaire à l’inflammation chronique.  
Source : www.tsv-frankfurt.de/tierheimtierinfos.php 
 
1.3.2.2.3. Alopécie symétrique et squamosis argenté  
L’alopécie débute en général sur la tête, en particulier autour des yeux (dessinant des 
«lunettes») puis se propage sur l’ensemble du corps. Le squamosis se caractérise par des 
squames abondants, de grande taille, d’un aspect brillant dit amiantacé. Il est généralisé ou 
localisé aux zones de dépilation; on parle de «furfur» leishmanien. Les chiens atteints d’un tel 




Photographie 3 : Alopécie et dermatite exfoliative du pavillon auriculaire (à gauche), et dermatite 
squameuse sur le dos d’un chien atteint de leishmaniose (à droite). 
Source : http ://www.ivis.org/advances/Infect_Dis_Carmichael/baneth/chapter_frm.asp 
 
1.3.2.2.4. Nodules 
Il peut s’agir de multiples formes nodulaires : de simples papules à des nodules pseudo-
tumoraux. Ce type lésionnel résulte d’une immunité très efficace à l’encontre du parasite. 
1.3.2.2.5. Onychogryphose 
On parle d’ «ongles de Fakir» (Photo.4) [5]. 
1.3.2.2.6. Ulcérations 
On les trouve surtout en regard des parties saillantes, des jonctions cutanéo-muqueuses 
(Photo.5) et sur les extrémités. L’ulcération résulte de l’action directe du parasite ou de la 
vascularite nécrosante causée par le dépôt de complexes immuns circulants [21, 74]. 
 
Photographie 4 : Lésion d’onychogryphose  Photographie 5 : Boxer présentant des ulcérations 
sur un chien atteint de leishmaniose.  au niveau des jonctions cutanéo-muqueuses des 
Source : http ://www.ivis.org/advances/Infect_ narines, et un oedème de la cornée de l’œil gauche. 
Dis_Carmichael/baneth/chapter_frm.asp  Source : http ://www.parasitus.com/krankheiten/protozoen/ 
      leishmaniose/symptome/ body_symptome.html 
 
1.3.2.2.7. Signes oculaires 
La lésion la plus fréquente est une uvéite antérieure; on peut observer une dermatite 
périorbitaire et une blépharite. Une kératoconjonctivite sèche, parfois présente, est 
probablement due à l’action directe du parasite sur l’appareil lacrymal. D’autres lésions 
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peuvent encore s’observer : conjonctivite granulomateuse réfractaire au traitement usuel, 
kératite, uvéite granulomateuse ou antérieure à médiation immune associée à un oedème 
cornéen (Photo. 5) et à un glaucome à angle fermé, sclérite et hémorragies rétiniennes [74]. 
 
Tableau 4 : Prévalence (%) des différentes lésions cutanées  
( par rapport au nombre total d’animaux infectés). D’après NOLI [74]. 
 
Dermatite exfoliative sèche 56-90.9 
Ulcération 32.8-40 
Alopécie périorbitale 18 
Alopécie diffuse 14 
Onychogryphose 24-54.5 
Panaris superficiels 13.6 
Dermatite pustuleuse stérile 1.6-13.6 
Dépigmentation nasale 4.5 
Hyperkératose nasale/digitale 4.5 
Nodules non ulcérés 4.5-16.8 
 
On peut observer des lésions cutanées plus atypiques comme un panaris superficiel et une 
dépigmentation buccale, une stomatite ulcérative ou une dermatofibrose nodulaire sans lésion 
rénale associée, et qui rétrocède au traitement anti-leishmanien [5, 27]. 
 
1.3.2.3. AUTRES SYMPTÔMES 
 
Ils résultent de l’atteinte du système des phagocytes mononucléés. Les organes de ce système 
(rate, foie, moelle osseuse, nœuds lymphatiques) sont touchés en premier mais ne sont pas les 
seuls atteints. 
¾ Polyadénomégalie: elle est généralisée et symétrique; les nœuds lymphatiques 
sont hypertrophiés, indolores, mobiles et non-adhérents [21]. 
¾ Hépatomégalie: difficile à apprécier chez les chiens. 
¾ Splénomégalie: la rate est parfois douloureuse à la palpation. 
 
On observe fréquemment une atteinte d’autres organes: 
 
 
1.3.2.3.1. Atteinte rénale 
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L’insuffisance rénale est classique. Elle se traduit par une anorexie, un état de faiblesse et un 
syndrome polyuro-polydipsique. Lors de l’examen histologique, on rencontre 2 types de 
lésions rénales: une glomérulonéphrite membrano-proliférative ou extra-membraneuse par 
fixation de complexes immuns préformés et de petite taille [71]. La gravité de l’insuffisance 
rénale (urémie et créatinémie) constitue un élément pronostique essentiel. 
1.3.2.3.2. Atteinte nerveuse 
On observe une parésie à paraplégie. La présence d’anticorps dans l’humeur aqueuse et le 
liquide céphalorachidien, la dégénérescence neuronale spongiforme du cerveau et du cervelet, 
une mobilisation des cellules gliales et une accumulation amyloïde ont été récemment mises 
en évidence chez un chien au cours d’une leishmaniose viscérale [74]. 
1.3.2.3.3. Atteinte des muqueuses 
Les muqueuses du tube digestif et de l’appareil urinaire peuvent aussi être le siège d’une 
inflammation, entraînant alors des diarrhées hémorragiques ou de l’hématurie. La muqueuse 
nasale est fréquemment atteinte, entraînant des éternuements persistants voire de l’épistaxis 
uni ou bilatéral. 
1.3.2.3.4. Atteinte de l’appareil locomoteur 
 
Les problèmes locomoteurs sont peu fréquents; on peut 
néanmoins observer des polyarthrites non érosives à médiation 
immunitaire et parfois des lésions osseuses [5]. Des cas 
d’ostéoarthrite de la troisième phalange, d‘arthrite du grasset, 





Photographie 6 : Chien de race Greyhound présentant des lésions importantes d’ostéoarthrite mutilante 
sur les phalanges du membre antérieur droit. 




Tableau 5 : Fréquence relative des principaux signes cliniques associés à la leishmaniose chez le chien . 
D’après NOLI [74]. 
Lymphadénomégalie généralisée, symétrique 71.2-96.1% 
Lésions cutanées 75-89% 






Insuffisance rénale 16-32% 
Lésions oculaires 16-50% 
Epistaxis 10-37% 
Arthropathies 4-6.4% 
Forme aigüe: fièvre et lymphadénopathie généralisée et absence de lésion cutanée 4% 
Insuffisance rénale sévère sans autre signe associé 4% 
Autres <4% 
 
1.3.2.4. ANOMALIES BIOLOGIQUES 
 
1.3.2.4.1. Modifications hématologiques 
Elles sont peu spécifiques. 
La vitesse de sédimentation augmente avec l’apparition des premiers signes cliniques, comme 
elle augmente au cours de nombreuses maladies inflammatoires à caractère chronique. 
On peut observer une anémie normochrome, normocytaire, régénérative ou pas selon le stade 
d’évolution de la maladie (l’anémie devient arégénérative en cas d’atteinte des cellules 
souches de la moelle osseuse) [11, 27]. Cette anémie peut-être potentialisée par les 
hémorragies répétées au sein de l’organisme. 
La population leucocytaire subit des variations: on peut observer une leucocytose qui est 
associée à une leishmaniose débutante ou stabilisée ou bien une leucopénie qui est liée à 
l’apparition des symptômes ou à l’ancienneté du processus pathologique (cette leucopénie 
serait imputable à une lymphopénie) [11]. On observe assez souvent une monocytose, mais 
pas de façon systématique. 
La thrombopénie parfois présente n’est pas non plus caractéristique de la leishmaniose. 
La chute de ces diverses populations cellulaires, d’autant plus marquée que l’état clinique est 
mauvais ou que la maladie est ancienne, est imputable à l’invasion de la moelle osseuse par le 
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parasite [11]; elle peut aussi résulter d’une participation périphérique (anémie hémolytique, 
thrombopénie à médiation immune ou liée à l’hypersplénisme...). 
1.3.2.4.2. Modifications biochimiques 
On peut observer une augmentation des transaminases, de la bilirubine et du cholestérol total 
(LDL-cholestérol), souvent associé à une diminution de la glycémie et du taux de 
phosphatases alcalines. 
L’urémie et la créatinémie, reflétant l’état de la fonction rénale, peuvent aussi augmenter au 
cours d’une leishmaniose et sont à surveiller régulièrement; de plus, la créatinémie pourrait 
être utilisée comme indicateur du taux de complexes immuns circulants à l’origine de lésions 
rénales [71]. 
La leishmaniose est surtout caractérisée par une hyperprotidémie constante et importante avec 
une inversion du rapport albumine/globulines. Cette hyperprotidémie est la conséquence de 
l’augmentation des globulines (elle-même liée à l’activation des LB polyclonaux et la 
production d’anticorps) associée à la diminution de l’albumine, de sorte que le rapport 
albumine/globulines est effondré. 
L’électrophorèse des protéines sériques est un bon moyen d’investigation de 
l’hyperprotidémie. 
Electrophorèse sérique normale Hypergammaglobulinémie
Alb α1
6 zones
      1 pour l’albumine
      5 pour les globulines
α2
  β1
      β2  β3   γ
Pic en     et
globulines
 β   γ
 
Illustration 9 : Tracés électrophorétiques des protéines sériques chez un chien sain (à gauche) et chez un 
chien leishmanien (à droite). 
D’après DAENINCKK [24] 
 
Chez le chien leishmanien, la diminution de l’albumine est associée à une élévation des 
globulines bêta et gamma (on a une fusion de ces 2 blocs pour former un bloc homogène en 
«pain de sucre»; on parle aussi de bloc βγ). Les globulines β1 et β2 augmentent durant la phase 
initiale de la maladie, suivies par les globulines β3 et γ [74]. Il y a aussi une augmentation des 
α2 globulines, signe d’une atteinte rénale ou d’un processus inflammatoire [11]. On considère 
que la surveillance des protéines sériques est la meilleure manière d’évaluer la réponse au 
traitement. 
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Tableau 6 : Anomalies biologiques identifiées chez les chiens présentant une leishmaniose clinique. 
D’après NOLI [74]. 
Hyperglobulinémie 70-100% 
Rapport albumine/globulines bas 76% 
Hypoalbuminémie 68-94% 





Urémie et excès de créatinine sanguine 38-45% 
Protéinurie 29-91% 
Elévation des enzymes hépatiques 16-61% 
 
1.3.2.4.3. Modifications des résultats de l’analyse urinaire 
On observe très fréquemment une protéinurie, une hématurie, la présence de leucocytes, de 
cylindres ou de cellules épithéliales témoins des lésions rénales. 
 
Ces analyses peu spécifiques peuvent être à l’origine d’erreurs de diagnostic par excès ou par 
défaut, car elles ne se positivent que tardivement pour la plupart. Elles ne doivent être 
considérées que comme des éléments d’orientation; la confirmation du diagnostic repose sur 
l’emploi d’examens ou de tests spécifiques. 





La leishmaniose est une maladie dont le diagnostic se fait grâce à la conjonction d’un 
faisceau de preuves et de présomptions d’ordre épidémiologique, clinique et biologique. 
Le diagnostic différentiel est d’autant plus difficile que c’est une maladie protéiforme qui 
peut aller du simple problème cutané localisé à une insuffisance rénale grave et mortelle. 
 





Le foyer leishmanien correspond à l’espace à risque (défini par des caractéristiques 
topographiques et climatiques) lié à une série de facteurs déterminants [21]. Dans ce cas 
précis, c’est la répartition et l’abondance du vecteur qui détermine les limites de ce foyer. 
L’épidémiologie est un outil diagnostique : un chien sera suspect de leishmaniose quand il 
aura séjourné en zone d’endémie [33]. 
 
1.4.1.1.1. Espèces sensibles 
Même si le chien reste le réservoir principal, d’autres espèces peuvent également remplir ce 
rôle (on appelle réservoir une espèce qui héberge les leishmanies et qui permet la survie et la 
diffusion du parasite). La quasi-totalité des mammifères est réceptive aux leishmanies en 
général ; de nombreux Muridés tels que le rat ou la souris peuvent être infestés [36], ce qui 
pose un sérieux problème de santé publique pour Leishmania major. En ce qui concerne 
Leishmania infantum seuls l’homme et les canidés sont réceptifs. 
Quelques cas de leishmaniose féline ont été décrits mais vraisemblablement sans incidence 
sur les leishmanioses canine et humaine vu le très petit nombre de cas décrits. 
 
Aucune prédisposition selon l’âge, le sexe ou la race n’a été identifiée chez le chien. 
Cependant les races miniatures semblent être moins affectées (probablement parce qu’elles 
vivent plus à l’intérieur que les autres races). De plus la maladie est rarement mise en 
évidence chez des chiens très jeunes ou très âgés dans les régions endémiques en raison de la 
période d’incubation (supérieure à 4 mois) et du taux de guérison très faible. On a observé 
une augmentation des cas de leishmaniose canine ces dernières années, soit parce que les 
propriétaires se déplacent plus souvent en zone d’endémie avec leurs chiens, soit parce que 
les conditions climatiques ont changé et sont plus favorables au développement du vecteur 
[74]. 
La prévalence sérologique annuelle atteindrait 15% des chiens dans certaines zones 
endémiques du bassin méditerranéen [100]. Une enquête séro-épidémiologique réalisée en 
1993 dans les Alpes Maritimes sur 2036 chiens révèle 12.3% de séropositivité dont 40% de 
chiens asymptomatiques [77]. 
Chez l’homme, la réceptivité est augmentée chez les patients présentant une maladie 
immunosuppressive (infection par le virus de l’immunodéficience humaine -VIH- par 
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exemple) [48] ou recevant une chimiothérapie anti-tumorale. L’endémie humaine persiste en 
région provençale avec 10 à 15 cas annuels; nous ne retrouvons pas en France, la 
recrudescence observée ces dernières années dans d’autres parties du monde, telles que le 
Maghreb, l’Inde ou l’Amérique latine. De plus, on est passé d’une leishmaniose infantile à 
une leishmaniose adulte. La leishmaniose-maladie chez l’homme ne survient que très 
sporadiquement au sein de foyer de leishmaniose canine, même si la séropositivité est forte. 
1.4.1.1.2. Vecteur 
Les phlébotomes au sens large sont les seuls vecteurs reconnus du parasite. Les phlébotomes 
sont des diptères nématocères de la superfamille des Psychodoidea, de la famille des 
Psychodidés. Il existe 2 genres principaux: 
- Phlebotomus dont certaines espèces sont présentes en Europe tempérée 
(Phlebotomus ariasi et Phlebotomus perniciosus sont les principaux) 
- Lutzomyia présent surtout en Amérique centrale et du Sud, que l’on peut 
rencontrer jusqu’en Amérique du Nord 
Il a été décrit des cas, qui restent exceptionnels, de transmission intra-utérine, 
transfusionnelle, vénérienne et congénitale. Une transmission accidentelle de leishmanies du 
chien à l’homme par contact direct à la faveur de plaies ou d’ulcères cutanés est rarissime 
mais néanmoins possible. 
1.4.1.1.3. Répartition géographique 
Au niveau mondial : la répartition de la maladie due à L. infantum est directement liée à l’aire 
de répartition du vecteur. On peut la diviser en: 
  • Leishmaniose du Nouveau Monde dont le vecteur principal est Lutzomyia. 
On la retrouve en Amérique centrale, du Sud et quelques foyers en Amérique du Nord. 
  • Leishmaniose de l’Ancien Monde dont le vecteur appartient au genre 
Phlebotomus. Sa répartition comprend tous les pays qui bordent la Méditerranée : le Portugal, 




Illustration 10 : Carte mondiale de répartition géographique de la leishmaniose viscérale humaine 
anthroponosique à Leishmania donovani et zoonosique à Leishmania infantum 
Source : http ://biolab.cin.ufpe.br/leishmania/about.html 
 
Les pays les plus durement touchés par la leishmaniose viscérale humaine sont le Bangladesh, 
le Brésil, l’Inde et le Népal. 
 
En France : il existe 3 foyers leishmaniens [33]: 
 
 
Illustration 11 : Carte de répartition géographique de la leishmaniose canine en France 
Source : www.bvt.fr/francais/speedleish.htm 
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 > une zone endémique qui correspond au foyer Cevenol (à l’Ouest du Rhône, 
situé dans les Cévennes et dans le Languedoc) et à un foyer provençal (à l’est du Rhône). Ces 
2 foyers ont tendance à se réunir pour recouvrir le triangle Andorre-Lyon-Nice. 
 >des foyers autochtones qui sont des régions où certaines conditions climatiques 
peuvent parfois être favorables au développement des phlébotomes (Bretagne, bords de la 
Loire, Sud-Ouest et régions proches du sillon rhodanien). 
      > des cas sporadiques dans les régions où il n’y a pas de vecteur mais où la 
leishmaniose peut-être présente à cause du brassage et des déplacements de population. 
 
On peut donc avoir une idée du type de chien à risque grâce à une enquête épidémiologique : 
il s’agit d’un chien de 5 ans en moyenne, vivant ou ayant séjourné dans une zone endémique. 
Hors des zones endémiques, le clinicien devra faire un interrogatoire complet des 
propriétaires, notamment l’interroger sur ses lieux de séjour en compagnie de l’animal.  
 
1.4.1.2. CRITÈRES CLINIQUES 
 
La leishmaniose doit être suspectée: 
- lors d’amaigrissement associé ou non à un abattement 
- lors de polyadénomégalie 
- lors de squamosis, d’alopécie ou d’ulcères cutanés 
- lors d’épistaxis 
La suspicion est renforcée lorsqu’on observe en plus une hyper-globulinémie polyclonale 
avec une hypoalbuminémie, une protéinurie, une augmentation des enzymes hépatiques 
(PAL, ALAT), une thrombocytopénie, une lymphopénie mais une leucocytose. 
Bien entendu, ces éléments cliniques ne donnent qu’une orientation; il est indispensable de 
recourir à des examens complémentaires plus spécifiques. 
 
1.4.2.  DIAGNOSTIC EXPERIMENTAL 
 
1.4.2.1. DIAGNOSTIC DIRECT 
 




Ils sont réalisés sur des tissus fortement parasités: 
- Calques cutanés correspondant à des fragments de peau très superficielle, en coup 
d’ongle de 2 à 3 mm de longueur, sans faire saigner, qui permettent de recueillir la 
lymphe dermique et les macrophages parasités. On prélève la peau en zone 
alopécique, sans furfur ni ulcération. 
- Ponctions puis étalement sur lame: on peut ponctionner les noeuds lymphatiques 
(poplités ou préscapulaires pour leur facilité d’accès), la moelle osseuse en regard 
de la crête iliaque, de l’épiphyse costale ou au niveau du manubrium sternal, le 
foie ou la rate. 
- Biopsie-exérèse de nœud lymphatique ou de peau [27] et analyse anatomo-
pathologique. 
On peut également trouver des leishmanies dans les produits de raclage conjonctivaux et dans 
le liquide synovial. 
 
1.4.2.1.2. Traitement des prélèvements 
Les lames sont fixées puis colorées au May-Grünwald-Giemsa; elles sont ensuite observées 








Source: www.med.cmu.ac.th/dept/parasite/proto/024.htm Source: www.userpage.fu-berlin.de/-kayser/antiparasitika.htm  
1 : Kinétoplaste  2 : Noyau 
Photographie 7 : Deux exemples de visualisation des leishmanies, sur deux prélèvements colorés au MGG. 
 
L’identification repose sur des critères de taille et de forme [51]; on observe les parasites en 
position intracellulaire typique dans les histiocytes (calques) ou en position intra ou 
extracellulaire lors des étalements, car les cellules sont souvent éclatées. 
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Les leishmanies apparaissent comme des cellules ovoïdes ou ellipsoïdes de taille variable (2 à 
6 µm), avec un cytoplasme bleu pâle, un noyau arrondi de couleur rouge pourpre et un 
kinétoplaste en forme de bâtonnet de couleur violette. 
 
1.4.2.1.3. Mise en culture 
On peut cultiver les leishmanies en laboratoire, le 
milieu le plus utilisé est le milieu N-N-N (Novy-Mac 
Neal-Nicolle), gélose au sang de lapin, dans lequel 
se développent les formes promastigotes. Les formes 
amastigotes peuvent être cultivées sur milieux 
synthétiques ou en cultures cellulaires infestées par 
des promastigotes. Enfin on peut aussi cultiver les 
leishmanies in vivo dans la cavité péritonéale de souris [35]. 
Photographie 8 : Formes promastigotes en culture (observation au microscope à l’objectif 100). 
Source : www.infektionsbiologie.ch/seiten/modellparasiten/seiten/leishmania/steckbrief_leish.html 
 
1.4.2.1.4. Autres techniques 
Coloration à l’immunoperoxydase de frottis d’organes (ANNEXE 2) 
 
Après fixation sur lames de coupes de différents organes, 
on fait agir un sérum anti-leishmanies, puis un sérum 
marqué à la peroxydase. On ajoute alors le substrat de la 
peroxydase et on lit la lame au microscope. Les 
amastigotes, toujours en position intracellulaire, 
apparaissent alors en brun foncé, contrastant avec la 
coloration des cellules hôtes. 
Photographie 9 : Visualisation des leishmanies, sur un frottis de nœud lymphatique coloré à l’immuno 
peroxydase. 
Source : www.dbbm.fiocruz.br/tropical/leishman/leishex/html/ciclo_biol_gico.htm 
 
PCR ou Polymerase Chain Reaction 
C’est une technique d’amplification génique hautement sensible et spécifique, qui permet 
d’identifier et d’amplifier l’ADN du kinétoplaste du parasite (ANNEXE 3) [74].  
On peut réaliser une PCR sur du sang prélevé sur EDTA, sur une ponction de moelle osseuse 




Cette technique est seulement réalisable dans des laboratoires spécialisés et équipés. 
 
1.4.2.2. DIAGNOSTIC INDIRECT 
 
1.4.2.2.1. Mise en évidence des anticorps 
 
On dispose actuellement de nombreuses techniques sérologiques. Les tests se caractérisent 
par une sensibilité et une spécificité élevées. Les deux techniques les plus utilisées sont l’IFI 
et l’ELISA. 
 
1.4.2.2.1.1. Description des techniques sérologiques actuellement disponibles 
 
¾ IFI ou ImmunoFluorescence Indirecte 
Cette technique est la plus spécifique (presque 100%) et la plus sensible (80 à 93% selon les 
auteurs) des épreuves sérologiques [39]. C’est aussi la technique la plus utilisée. 
Principe:  
Cette technique utilise un antigène de préparation facile dit aussi «antigène complet» 
(l’antigène figuré est représenté par une suspension de leishmanies promastigotes déposée sur 
une lame à puits). On fait ensuite réagir les sérums à tester dilués. Après incubation et lavage, 
les anticorps spécifiques, fixés sur les antigènes, sont révélés par des antiglobulines marquées 
par une substance fluorescente, l’isothiocyanate de fluorescéine. 
La lecture des lames se fait au microscope à fluorescence, la réaction est positive pour une 
fluorescence jaune-verte. On peut déterminer un titre en anticorps qui correspond à la plus 
forte dilution du sérum donnant une réponse positive (en général le seuil de positivité à la 
dilution 1/80e) [58]. 
Les inconvénients majeurs sont une relative subjectivité de la lecture, la nécessité d’utiliser un 
microscope à fluorescence et une exécution manuelle (automatisation difficile), donc peu 
d’utilité lors d’enquêtes épidémiologiques où l’on doit tester un grand nombre d’animaux 
 
¾ ELISA et variantes de la technique ELISA 
La sensibilité et la spécificité de cette technique sont proches de celles de l’IFI. 
Les principaux avantages sont une automatisation aisée qui permet de réaliser de nombreux 




Principe: on réalise ce test avec des antigènes solubles directement fixés par absorption sur un 
support en polystyrène, puis on incube les sérums à tester en présence des antigènes et on 
révèle la réaction par une antiglobuline couplée avec des enzymes qui sont détectables à de 
très faibles concentrations. L’ajout du substrat de l’enzyme entraîne la formation d’une 
substance chromogène, et la réaction est quantifiée par lecture au spectrophotomètre. 
L’avantage principal de cette technique est son automatisation permettant la lecture rapide 
d’un grand nombre de sérologies.  
Utilisation d’antigènes purifiés: on utilise une protéine recombinante comme la gp 63 
produite par Escherichia coli, ou la protéine LACK. 
Dot-ELISA  
Principe: l’antigène utilisé est constitué de formes promastigotes fixées au formol 1.5%, 
lavées et déposées sur une membrane de nitrocellulose. Les sérums à tester sont ajoutés, 
dilués en série dans du PBS-lait. La réaction est révélée par des antiglobulines marquées par 
une enzyme dont le substrat est le 4-chloro-1-naphtol. Le seuil de positivité est fixé à la 
dilution du sérum au 1/512e [58]. Cette méthode est très sensible et très spécifique, mais 
surtout sa réalisation facile, peu coûteuse et rapide en fait une technique de choix dans le 
cadre d’enquêtes séro-épidémiologiques et pour le diagnostic. 
C-ELISA (competitive ELISA) 
Principe: dans un premier temps on fait réagir les sérums avec les antigènes, puis on fait 
réagir un anticorps monoclonal sur la préparation antigénique. On révèle la réaction par un 
conjugué dirigé contre l’anticorps monoclonal. La réaction est positive si l’anticorps 
monoclonal ne s’est pas fixé à l’antigène initial. 
Fast-ELISA 
Principe: facile et rapide, sa particularité tient au fait qu’il suffit de transférer le couvercle 
(recouvert de billes de polystyrène présensibilisées) de la plaque des sérums à tester jusqu’à la 
plaque du révélateur [58]. 
 
¾ Réaction d’agglutination directe  
L’agglutination se produit lorsque l’on met en présence un antigène particulaire (bactéries, 
globules rouges...) avec l’anticorps correspondant. Cette réaction est rapide (quelques 
minutes) et visible à l’œil nu. Les anticorps se fixent sur les antigènes, entraînant une 
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agglutination. Cette réaction est réalisable avec tout antigène particulaire capable de présenter 
à l’œil nu un aspect différent selon qu’il est en suspension ou agglutiné. La réaction est 
positive lorsqu’il se forme un voile de promastigotes au fond du puits réactionnel de plus de 
la moitié du godet; elle est négative lorsqu’il se forme une sédimentation des leishmanies en 
bouton (ANNEXE 4) [24]. 
Il existe d’autres tests d’agglutination passive: test d’agglutination au latex et 
hémagglutination (premier à avoir été commercialisé). 
Enfin il existe aussi des tests de type fixation du complément (aujourd’hui abandonné), 
immunoprécipitation, immunoélectrophorèse et électrosynérèse. 
 
1.4.2.2.1.2. Interprétation de la sérologie 
Les animaux positifs avec les techniques sérologiques conventionnelles constituent un groupe 
hétérogène : certains sont des animaux qui vont développer la maladie et qui présentent une 
réponse non-protectrice alors que d’autres sont des animaux ayant une réponse cellulaire 
efficace ; ainsi, la séropositivité n’est pas synonyme de maladie : elle montre seulement qu’il 
y a eu un contact avec le parasite. Les résultats sérologiques doivent donc prendre en compte 
les données cliniques du patient et si possibles, d’autres test diagnostiques. 
D’autre part, les titres sérologiques ne sont pas proportionnels à la gravité de la maladie et ne 
se prêtent pas à une surveillance efficace du traitement (le taux d’anticorps peut demeurer 
stable pendant plusieurs semaines après une guérison clinique). 
La séropositivité d’un chien sain est peu interprétable car on ne peut savoir avec certitude si 
l’animal a juste eu un contact avec le parasite et a contrôlé l’infection, ou s’il a mis en place 
une réponse de type Th1, ou s’il est en incubation (période prépatente : 6-8 semaines) et va 
développer la maladie à plus ou moins long terme. 
¾ Séropositivité forte : 
  Sans cadre clinique compatible : on est quasiment sûr que l’animal a mis en 
place une réponse de type Th2, et qu’il finira tôt ou tard par développer la maladie. 
  Avec un cadre clinique compatible : le diagnostic est quasi-définitif. 
¾ Séropositivité faible à douteuse : 
  Sans cadre clinique compatible : il faut soit faire un suivi clinico-sérologique 
tous les 4 à 6 mois pour évaluer la cinétique des anticorps et l’évaluation clinique, soit évaluer 
la réponse cellulaire (IDR leishmanine in vivo, prolifération de lymphocytes in vitro...) 
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  Avec un cadre clinique compatible : il faut faire de nouveaux tests 
diagnostiques pour détecter la présence de parasites (cytologie, biopsies, PCR...) et si possible 
évaluer la réponse cellulaire, et ne pas écarter d’autres causes possibles de la 
symptomatologie de l’animal. 
La sérologie est d’une grande utilité dans le diagnostic de la leishmaniose canine car elle 
permet d’identifier à la fois l’infection et souvent aussi, le type de réponse immunitaire 
développée. Cependant elle ne suffit pas pour confirmer le diagnostic, à cause de faux-
positifs chez des chiens sains et résistants ayant eu un contact avec le parasite, et de faux-
négatifs chez des chiens en période prépatente, ou chez les chiens ayant développé une forte 
réponse cellulaire [39]. 
 
1.4.2.2.2. Mise en évidence de la réponse cellulaire 
 
1.4.2.2.2.1. Test in vivo : IntraDermoRéaction (IDR) à la leishmanine 
Synonymes :  DTH pour Delayed Test of Hypersensibility  to leishmanin 
  LST pour Leishmanin Skin Test 
IntraDermoRéaction de Montenegro à la leishmanine 
 
Principe : l’IDR à la leishmanine est une réaction d’hypersensibilité retardée (ou 
hypersensibilité de type IV), utilisée pour mettre en évidence l’immunité cellulaire spécifique 
dirigée contre des parasites du genre Leishmania chez les chiens asymptomatiques vivant en 
région endémique [19]; en effet, l’hypersensibilité de type IV ou retardée ne se produit que 
chez des individus déjà sensibilisés ; lors du contact avec l’antigène injecté dans le derme, les 
CPA (macrophages et cellules de Langerhans) vont capter cet antigène et le présenter aux 
LTmémoire patrouillant dans l’organisme. La reconnaissance de l’antigène par les LT CD4mémoire 
va provoquer la synthèse de cytokines (en particulier IFNγ). Il en résulte un recrutement de 
macrophages activés à l’endroit de l’activation en 48 à 72h, ayant pour rôle de phagocyter les 
antigène responsables de l’activation, et de LTmémoire. C’est cet afflux important de cellules 
qui se traduit macroscopiquement par un nodule inflammatoire au site d’injection de la 
leishmanine [80]. 
 
Réalisation : l’IDR à la leishmanine consiste en l’injection intradermique de promastigotes de 
culture, lavés et mis en suspension dans une solution saline contenant 0.5% de phénol. 
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L’espèce de leishmanie utilisée n’a pas d’importance (il n’y a pas de spécificité d’espèce). La 
«leishmanine» contient 3.108 promastigotes/mL [102], et la dose individuelle de 0.1 mL 
contient donc 3.107 parasites. Une injection de 0.1 mL de solution phénolée sans parasites est 
faite à proximité, comme témoin d’une éventuelle sensibilité du patient au phénol. 
Après 48 à 72h, une réaction positive donne un nodule érythémateux. On trace au feutre 
indélébile des lignes qui s’arrêtent au bord de l’induration, puis on mesure avec une règle le 
plus grand diamètre et son diamètre perpendiculaire. On prend en compte l’intensité et 
l’étendue de l’érythème, la grosseur et l’induration cutanée.  
 
1.4.2.2.2.2. Test in vitro : prolifération de lymphocytes  
Synonyme : LPA pour Lymphocyte Proliferation Assay 
 
Principe : on cherche à évaluer l’immuno-réactivité des lymphocytes stimulés par des 
antigène. Les lymphocytes T portent des récepteurs antigéniques spécifiques sur leur 
membrane plasmique ; l’activation et la prolifération des lymphocytes T dépend de la 
présence de ces récepteurs qui lui confèrent la capacité de reconnaître un antigène particulier 
et d’y réagir. 
On mesure donc la capacité des lymphocytes en culture à subir une prolifération clonale lors 
d’une stimulation in vitro par un antigène spécifique. Les lymphocytes prolifèrent en réponse 
à un peptide antigénique associé au CMH II situé sur la membrane plasmique des CPA. Cette 
prolifération n’intervient que si l’animal a été immunisé avec cet antigène. 
Les lymphocytes peuvent être stimulés pour proliférer de façon non-spécifique par des agents 
mitogènes (PhytoHemAgglutinine -PHA-, PokeWed Mitogen -PWM-, concanavalin A...) ; on 
se sert de ces agents mitogènes non spécifiques comme contrôle positif de la prolifération. 
La prolifération spécifique des lymphocytes à un antigène est mesurée in vitro grâce au LSA 
(Leishmanin Soluble Antigen) ; le LSA est obtenu à partir d’une suspension stérile de 
promastigotes lysés par ultra-sons puis filtrés. Il contient donc un grand nombre d’antigène 
leishmaniens susceptibles d’activer les lymphocytes de façon spécifique. 
 
Réalisation : après avoir isolé et compté les lymphocytes sanguins de l’animal à tester 
(isolement des cellules mononucléées du sang périphérique), on les met dans un milieu de 
culture à une concentration cellulaire connue. Puis les cellules sont cultivées en présence de 
différents antigènes à tester. L’intensité de la prolifération est révélée par l’ajout d’un réactif 
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colorimétrique ([3H]-thimidine qui est un isotope radio-actif ou 5-Bromo-2’-deoxyUridine 
(BrdU) non radio-actif), et est quantifiée par mesure de l’absorbance au spectrophotomètre.  
 
1.4.2.2.2.3. Evaluation in vitro de la production de cytokines par les cellules 
mononucléées isolées du sang périphérique 
On peut évaluer la production de cytokines (Il 1, Il 2, Il 4, Il 6, Il 10, IFNγ, TNFα...) in vitro 
par les cellules mononucléées isolées du sang périphérique puis mises en cultures avec 
différents agents mitogènes ou antigènes. Cette technique se réalise à titre expérimental. Les 
cytokines recherchées dans les surnageants de culture pour évaluer la réponse de type Th1 
sont l’Il 4, l’Il 10 et l’IFNγ. Elles sont révélées grâce à un test ELISA et leur évaluation 
quantitative est réalisée par mesure d’absorbance par un spectrophotomètre. 
 
1.4.2.2.3.Relation entre les réponses de type Th1, de type 
Th2 et les signes cliniques 
 
Tableau 7 : Relation entre les réponses immunitaires humorale et cellulaire, et les signes cliniques chez les 
chiens infectés par Leishmania infantum. 




(réponse type Th2) 
Chiens asymptomatiques 
(réponse type Th1) 
Chiens en phase 
d’incubation 
(futurs malades) 
Signes cliniques oui non non 
Sérologie (IgG totales) +++ -, douteux ou + +++, +, douteux, - 
IDR Leishmanine 0 mm > 5 mm 0 mm 
 
 
1.4.3. DIAGNOSTIC DIFFÉRENTIEL 
 
Il est relativement difficile à établir à cause de la variabilité des formes cliniques; il convient 
donc d’envisager pour chacun des symptômes, associés ou non, les autres maladies pouvant 
être à l’origine de ces mêmes symptômes. 




Les signes cutanés sont très équivoques; la dermatite desquamative alopécique peut 
ressembler à : 
- la démodécie : aires de calvescence plutôt sur la face, l’encolure, la face dorsale 
des membres antérieurs associées à une séborrhée souvent importante, chez les 
chiens jeunes [74] 
- la teigne : aires alopéciques non prurigineuses, à contours géométriques, 
extensives avec parfois atteinte de l’état général lorsque les dermatophytes sont 
associés à des états pathologiques immunodépresseurs 
- les états kérato-séborrhéiques secondaires : 
· aux ectoparasites (gale sarcoptique, démodécie, cheyletiellose, phtiriose...) 
· à une dermatomycose (teigne, candidose cutanée) 
· à une dermatite allergique (atopie, allergie alimentaire...) 
· à une dermatose auto-immune (pemphigus foliacé, érythème polymorphe...) ou 
supposée immune (adénite sébacée granulomateuse) 
· à une affection néoplasique (mycosis fungoïde...) 
· à une acanthose pigmentaire... 
- une pyodermite [27, 74] 
 
Le diagnostic différentiel de nodules cutanés, comme on peut en trouver parfois lors de 
leishmaniose, inclut les tumeurs de la peau, les granulomes stériles ou pyogéniques et la 
dermatofibrose nodulaire [27, 73]. 
On peut aussi parfois observer des dépigmentations de la truffe ou des coussinets qui 
peuvent faire penser à des lésions présentes dans de nombreuses maladies infectieuses 
(fongique, bactérienne), tumorales (mycosis fongoïde, carcinome épidermoïde), auto-
immunes (lupus érythémateux discoïde ou disséminé, pemphigus foliacé ou érythémateux, 
pemphigoïde bulleuse) ou dans des vascularites (maladie des agglutinines froides, dermatite 
par allergie de contact, accident cutané médicamenteux). 
Toute affection cutanéo-croûteuse du pavillon auriculaire (pemphigus, mycosis fongoïde, 
dermatomyosite, dermatose répondant à l’administration de zinc...) doit faire partie du 
diagnostic différentiel de la leishmaniose. 
Le recours à l’examen histopathologique de biopsies cutanées tient une place primordiale 




L’amaigrissement et/ou l’abattement sont présents dans de nombreux processus 
pathologiques: parasitisme intense, anémie, carence alimentaire, malassimilation, 
entéropathies, processus néoplasiques... 
L’épistaxis, unilatéral ou non, est un signe fréquemment rencontré lors de 
- linguatulose 
- aspergillose 
- ehrlichiose (souvent associée à une thrombopénie et des pétéchies) 
- tumeur nasale et corps étranger 
La lymphadénopathie est également présente lors de maladies lymphoprolifératives 
néoplasiques (lymphome malin) ou le lupus érythémateux disséminé; la cytologie ou la 
biopsie ganglionnaire permettent de conclure. 
 
Le diagnostic différentiel doit aussi prendre en compte les troubles de la coagulation, les 
tumeurs et de nombreuses maladies auto-immunes. 
Les autres signes tels que la glomérulonéphrite, la polyarthrite, la vascularite et les lésions 
ulcératives sont surtout rencontrées lors de lupus érythémateux disséminé [60], qui a de 
nombreux signes communs avec la leishmaniose (polyadénomégalie, polyarthrite, atteinte 
rénale...). 
Le diagnostic différentiel est d’autant plus difficile que les animaux affectés peuvent 
présenter d’autres maladies concomitantes (démodécie, dermatophytoses, ehrlichiose ou 
hépatozoonose), peut-être à cause de la défaillance de leur immunité à médiation cellulaire. 
 
1.5. DIFFICULTÉS DE LUTTE CONTRE LA 
LEISHMANIOSE CANINE 
 
1.5.1. TRAITEMENT DES CHIENS INFESTÉS 
 
1.5.1.1.LES AGENTS THERAPEUTIQUES ANTI-
LEISHMANIENS 
On utilise actuellement 3 classes de médicaments [28]: 
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1.5.1.1.1.Les dérivés stibiés (antimoniés pentavalents) 
•l’antimoniate de N-méthylglucamine Glucantime® Specia R.P. [93] 
Injections périlésionnelles ou intramusculaires profondes. 
•le glucomate sodique d’antimoine Pentostam® Borroughs-Wellcome 
Injections périlésionnelles ou intramusculaires. 
RQ: on peut noter des intolérances voire des intoxications à l’antimoine se manifestant par 
des diarrhées, vomissements, tachycardie, tares rénales... 
 
1.5.1.1.2.Les diamidines ou sels de pentamidine 
•la pentamidine Lomidine® Specia R.P. 
Injections intramusculaires profondes. 
•l’iséthionate de pentamidine Pentacarinat® Roger Bellon 
Injections intramusculaires profondes. 
RQ: très douloureuses, les piqûres peuvent provoquer des syncopes 
 
1.5.1.1.3.L’amphotéricine B Fungizone® Squibb 
Elle est utilisée en cas d’échec thérapeutique [75] ; il s’agit d’un antibiotique de la famille des 
polyènes. Très toxique (en particulier pour les reins), ce médicament n’est utilisé qu’en cas 
d’extrême nécessité ; les effets secondaires peuvent être sérieux [20]: l’insuffisance rénale est 
fréquente, avec réduction de la filtration glomérulaire (FG) d’environ 40%, précoce et 
constante, réversible à l'arrêt du traitement. Elle peut imposer une suspension temporaire de 
quelques jours, ce qui suffit à obtenir une amélioration et une reprise du traitement aux doses 
antérieures. Par ailleurs, ce médicament présente une toxicité hématologique (responsable 
d’anémie, de thrombopénie, de granulopénie) et peut entraîner une hypokaliémie par fuite 
urinaire, des irritations veineuses ou encore des réactions fébriles fréquentes pendant la 
perfusion avec nausées, céphalées, vertiges. 
Les précautions d’emploi sont la surveillance de la fonction rénale et de la kaliémie deux 
fois par semaine, sans nécessité de diminuer la dose en cas d'insuffisance rénale, sauf en cas 





Le protocole le plus efficace et le plus utilisé est l’association d’antimoniate de N-méthyl-
glucamine (Glucantime®) et d’allopurinol (Zyloric®) [28]; 
 •le Glucantime est utilisé en injections sous-cutanées ou intra-musculaires, à la dose 
de 75 à 100 mg/kg/jour pendant 20 à 30 jours [108]; on obtient une amélioration clinique dans 
80 % des cas. 
 •le Zyloric en association permet de diminuer le risque de rechutes [42], il est utilisé 
par voie orale à la dose de 30 mg/kg/j pendant minimum 12 mois, parfois à vie; certains 
praticiens l’interrompent lors de la négativation sérologique. Cependant le parasite vit 
toujours en état de latence dans l’hôte. 
 
    
Illustration 12 : Présentations commerciales d’allopurinol (ZYLORIC®) et d’antimoniate de N-
méthylglucamine (GLUCANTIME®). 
Sources : www.pharm-international.com/allopurinol.html et www.leishmania.co.uk/ 
 
Remarque : ce protocole n’est pas utilisable chez les animaux insuffisants rénaux car 
l’antimoine aggrave l’insuffisance rénale; le chien leishmanien insuffisant rénal reste un défi 
thérapeutique! 
En cas d’échec thérapeutique avec ce premier traitement, on a recours à 
l’amphotéricine B (Fungizone®). Néphrotoxique, ce traitement permet une 
amélioration dans 90 % des cas, mais nécessite un suivi régulier de la fonction rénale 
(dosage de la créatininémie toutes les semaines). 
Lamothe [59] emploie avec succès l’amphotéricine B. L’essai porte sur le traitement de 39 
chiens atteints de forme grave de leishmaniose, traités avec l’amphotéricine B à la dose 
individuelle de 0.5 à 0.8 mg/kg en IV rapide, deux fois par semaine, jusqu'à une dose totale de 
6 à 16 mg/kg, avec contrôle hebdomadaire de la créatinémie et suspension du traitement si 
elle dépasse la valeur seuil de 25 mg/L ou 220 mmol/L. Mais la crainte de voir des souches de 
leishmanies résistantes incite à réserver cette molécule à l’usage hospitalier [31, 68]. 
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D’autres traitements ont été essayés : en 2001, des praticiens italiens ont associé le 
métronidazole à la dose de 25 mg/kg/j à la spiramycine à la dose de 150 000 UI/kg/j, PO 
pendant 90 jours sur un échantillon réduit de 13 chiens; l’efficacité de cette association serait 
comparable à celle du traitement classique antimoine/allopurinol, avec des effets secondaires 
nettement moindres et une administration plus facile [79]. Ces résultats restent toutefois à 
confirmer par une étude à plus grande échelle. 
 
Bilan: ce traitement ne permet pas une guérison, mais permet d’éviter les rechutes; le chien 
traité reste contagieux et cette contagiosité reste la principale difficulté dans le traitement de 
la leishmaniose canine, car aucune molécule ne permet d’obtenir une stérilisation parasitaire 
définitive [64]; par ailleurs, on constate une diminution de l’efficacité du traitement au 
Glucantime® après un certain nombre de rechutes [49], et le recours à ce type de molécules 
pose le problème des résistances en thérapeutique humaine [37]. 
 
1.5.1.3.NÉCÉSSITÉ DE SUIVI THERAPEUTIQUE 
 
Etant donné d’une part la pathogénie de la maladie (notamment la possibilité de lésions 
rénales par dépôt d’immuns-complexes), et d’autre part la néphrotoxicité des molécules 
thérapeutiques utilisées, et dans la mesure où le traitement ne conduit jamais à une guérison 
définitive, il est indispensable d’évaluer régulièrement l’animal [69]; dans le service de 
médecine interne de la Faculté Vétérinaire de Barcelone, les contrôles sont réalisés de la 
façon suivante : 1 mois après la mise en place du traitement Glucantime®+Zyloric®, ce qui 
correspond à l’arrêt du Glucantime® , puis tous les 6 mois sont réalisés : 
  - un suivi clinique : évaluation de l’état général et de l’état cutané 
  - un suivi sérologique: on réalise une sérologie quantitative des anticorps 
   anti-leishmanies grâce à un test ELISA ; les rechutes sont annoncées 
par   l’augmentation du taux d’anticorps circulants 
  - un suivi électrophorétique: rapport Alb/Glob 






Pour le moment, la vaccination reste expérimentale [47] et la seule solution est de prévenir 
des piqûres de phlébotome [25]. 
 
1.5.2.1.PRÉVENTION DES PIQURES DE PHLEBOTOMES 
 
1.5.2.1.1.Protection des chiens par des insecticides 
Sous nos latitudes, le maintien du chien à l’intérieur de la maison, surtout le soir, diminue son 
exposition aux phlébotomes; cette mesure peut-être complétée par la pose d’un collier à la 
deltaméthrine (Scalibor®) ou par la pulvérisation d’un spray associant perméthrine et 
pyriproxifène (Duowin®) [87]. 
    
Illustration 13 : Présentations commerciales  de collier ou de shampoing à base de deltaméthrine (collier 
ou shampoing SCALIBOR®) et de spray associant perméthrine et pyriproxifène (DUOWIN®). 
Sources :  www.tierhilfswerk.at/leishmaniose.htm 
  www.zubialcompany.com/zubial/laboutique/apePT.html 
  www.leguide.net/go/search/nbtot/974/id_rech/0/idx/5070600/debut/60/go.htm 
     
En Italie, la large utilisation de ces colliers chez les chiens domestiques a réduit leur risque 
d’infection, et une étude en Iran a montré que ces colliers réduisaient non seulement le taux 
d’infection chez les chiens de 54 %, mais surtout diminuaient significativement le taux 
d’infection chez les enfants des villages où vivent ces chiens. 
Au Brésil, 200 000 maisons sont fumigénées, et on pose des colliers à  20 000 chiens chaque 
année pour lutter contre la leishmaniose viscérale. Dans les régions endémiques, on pose des 
colliers à tous les chiens positifs au test diagnostique d’immunofluorescence. Bien que ces 
méthodes semblent indiquer une diminution de l’incidence de la leishmaniose chez les chiens 
Ces méthodes d’application permettent de prolonger l’effet de 
l’insecticide jusqu’à plus de 8 mois.  
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et chez les enfants [1], les problèmes de délai entre l’échantillonnage, le diagnostic et la pose 
de colliers, ainsi que l’absence d’une diminution significative du nombre de cas laissent 
sceptiques quant à l’efficacité du programme de contrôle brésilien.  
 
Dans l’attente d’un outil diagnostique fiable et rapide pour détecter les chiens infectés, des 
stratégies alternatives de contrôle sont explorées. Ainsi le trempage des chiens dans une 
solution insecticide, ou l’application cutanée de lotions insecticides réduit considérablement 
le nombre de piqûres de moustiques, mais cette stratégie nécessite le renouvellement régulier 
des traitements à cause de la courte durée d’action des insecticides.  
 
En bilan, on peut dire que le contrôle de la leishmaniose canine présente de nombreuses 
limites : un coût non négligeable du fait du prix des médicaments et de la nécessité de suivi 
thérapeutique, et dans le cadre de la prévention, le fait que les méthodes nécessitent la 
répétabilité des traitements insecticides des chiens, sans diminution nette de l’incidence mais 
avec des récidives et l’absence du recul de l’infection. 
 
1.5.2.1.2.Traitement des habitations par des insecticides 
Cette mesure a été développée pour prévenir les piqûres de phlébotomes chez l’homme. C’est 
d’ailleurs la méthode la plus répandue pour le contrôle des moustiques endophiles; la 
pulvérisation de pyréthroïdes dans la maison réduit le risque de contracter la leishmaniose 
cutanée de 60 % à Kaboul [87]. Cet essai a été mené à l’échelle d’une seule maison, mais il 
est évident que la pulvérisation de toutes les maisons d’un village aurait un effet masse sur les 
populations de moustiques. De telles études sont essentielles pour justifier du coût de telles 
mesures; par exemple dans l’Etat de Sao Paulo (Brésil), les pulvérisations insecticides ne sont 
appliquées dans un village que lorsqu’il a été reporté plus de 2 cas de leishmaniose cutanée 
dans l’année. Or le maintien régulier de telles mesures est vital, puisque toute interruption 
conduit inexorablement à le réémergence de cas de leishmaniose, en nombre égal à celui qui 





La mise au point d’un vaccin efficace contre la leishmaniose canine fait l’objet de 
nombreuses études ; récemment, une équipe espagnole a mis au point un vaccin basé sur la 
 65
reconnaissance de la protéine LACK du parasite [85]. L’injection du gène LACK, via un 
vecteur plasmidique, permettrait la mise en place du processus de défense immunitaire. 
 
 
1.5.3. ASPECTS ZOONOTIQUES 
 
Dans les régions endémiques, le problème des chiens infectés pose un véritable problème de 
santé publique, et ce d’autant plus qu’elles sont situées en général dans des régions très 
pauvres (Inde et Bangladesh), dans des régions éloignées (régions rurales du Brésil) ou dans 
des pays où la stabilité politique est précaire (Soudan). 
 
Négligée par la recherche pendant des décennies, la leishmaniose a connu ces dernières 
années une avancée considérable en termes de diagnostic, traitement et prévention; cependant 
les limites sont encore nombreuses. 
 
1.5.3.1.LIMITES DES MÉTHODES DE DIAGNOSTIC 
 
¾ Méthode standard 
C’est la mise en évidence directe des parasites dans des prélèvements de tissus (rate, moelle 
osseuse ou nœuds lymphatiques); la principale difficulté rencontrée est l’obtention et 
l’observation des prélèvements qui requièrent du matériel et du personnel compétent [25]. 
¾ Méthodes sérologiques 
• Le test d’agglutination directe (antigènes parasitaires mis en présence des sérums à 
tester) est utilisé en Iran et en Afrique, mais cette technique se heurte à des problèmes de 
variabilité des lots et de coût d’obtention des antigènes disponibles sur le marché. En 
revanche, la détection des antigènes leishmaniens dans les urines grâce à un test 
d’agglutination sur latex (Katex®) semble prometteur en termes de diagnostic et de pronostic 
[2]. 
• En Inde (mais aussi en Europe et en Afrique), on utilise un test rapide 
immunochromatographique récemment mis au point de détection des anticorps anti-rK39 
(antigène leishmanien) qui est à la fois sensible (67-100%) et spécifique (93-100%) [109]. 
Les limites ici, communes aux tests diagnostiques sérologiques, sont la faiblesse des réponses 
chez certains patients qui ne permettent pas de conclure, la persistance d’anticorps après 
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guérison clinique, et la présence d’anticorps chez certains individus sains, à l’origine de faux-
positifs. 
¾ Autres techniques 
•La PCR, qui est sans aucun doute la méthode la plus sensible et la plus spécifique, est 
difficilement applicable sur le terrain en termes de coût et de moyens. 
•Chez les patients co-infectés avec le VIH, la mise en culture de cellules infectées 
circulant dans le sang donne d’assez bons résultats. 
 
1.5.3.2.LIMITES ET ESPOIRS DE LA THERAPEUTIQUE 
ACTUELLE 
 
On a longtemps utilisé les antimoniés pentavalents (Sb5+) Glucantime® ou Pentostan® pour 
traiter les leishmanioses viscérale et cutanée; en cas de résistance aux sels d’antimoine, les 
sels de pentamidine sont alors utilisés, Lomidine® ou Pentacarinat®. 
Aujourd’hui se posent de nombreux problèmes, tels que le développement de résistance aux 
sels d’antimoine [31, 37, 49] ou l’inefficacité du traitement chez les patients co-infectés avec 
le virus du VIH [48]; de plus les nouveaux médicaments efficaces mis sur le marché (tel que 
l’amphotéricine liposomale AmBisome® [75]) présentent souvent un coût inabordable pour 
les populations de pays pauvres. 
Cependant, de nouvelles thérapeutiques, à la fois efficaces et économiquement  abordables, et 
comprenant des médicaments à prise orale, sont en train de voir le jour. C’est le cas avec la 
Paromomycine (aminoglycoside avec des effets anti-leishmaniens) qui est actuellement en 
essais de phase III . Cette molécule a donné de bons résultats lors des essais de phase II, mais 
doit être administrée de façon parentérale[25]. La Miltéfosine Miltex® 
(alkylphosphocholine), utilisée initialement comme anti-cancéreux, offre beaucoup d’espoirs, 
puisque lors d’essais préalables elle a montré un taux de guérison de 94 % même chez des 
patients insensibles au traitement à l’antimoniate, avec des effets secondaires négligeables 
[105, 106]; de plus elle a le grand avantage d’être administrée oralement. La miltéfosine est 
utilisée officiellement pour le traitement du kala-azar en Inde depuis mars 2002, et a montré 
une grande efficacité. Enfin, la Sitamaquine s’administre aussi oralement mais on ne connaît 
pas encore les résultats de l’étude menée sur son efficacité. 
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En bilan, on s’aperçoit que le contrôle de la leishmaniose humaine présente également des 
limites, telles que la médiocre sensibilité des techniques diagnostiques, le manque de 
techniques applicables sur le terrain, et les nombreux  problèmes de coût, de toxicité, de 
récidives et de résistances des traitements actuellement utilisés. 
 
Cette situation épizootique est un réel problème dans le contrôle de la leishmaniose, d’autant 
plus que les médicaments anti-leishmaniens utilisés de façon efficace chez l’homme, ont une 
efficacité relative chez le chien [49]. De plus, les mesures de contrôle sont souvent soit 
inacceptables, soit trop onéreuses pour relativement peu de résultats ; les modèles 
mathématiques utilisés pour comparer l’efficacité de différents outils de contrôle zoonosique 
de la leishmaniose viscérale suggèrent que là où le contrôle vectoriel est insuffisant (c’est-à-
dire dans la majorité des zones endémiques), un vaccin canin serait la méthode la plus 
pratique et la plus efficace. C’est pourquoi le développement d’un vaccin capable d’empêcher 
l’infection par les leishmanies chez le chien est hautement souhaitable au sein de la 
communauté vétérinaire et des programmes de surveillance zoonosique de la leishmaniose. 
Les études concernant la recherche d’un vaccin anti-leishmanien ont considérablement 
progressé ces dernières années, notamment grâce à la compréhension des mécanismes de 
l’immunité cellulaire impliquée dans le contrôle de l’infection. Il est cependant important de 
noter que la plupart des connaissances en la matière sont basées sur des modèles murins de 
leishmaniose et ne sont pas forcément extrapolables à d’autres systèmes, tels que le chien.
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2. DEUXIEME PARTIE : ETUDE PRELIMINAIRE DE 
L´UTILISATION DE LA PROTEINE LACK 
RECOMBINANTE 
 
En comparaison avec la quantité de données expérimentales obtenues avec les modèles 
murins de leishmaniose viscérale, la connaissance des mécanismes mis en jeu dans la réponse 
immunitaire à Leishmania infantum chez le chien est assez limitée. Ceci est principalement dû 
au manque d’outils immunitaires standardisés. 
C’est notament le cas pour le test d’Intra-Dermo-Réaction (IDR) à la leishmanine, utilisé pour 
mettre en évidence l’immunité cellulaire spécifique protectrice lors d’une infection par 
Leishmania infantum chez le chien. Ce test permet d’évaluer in vivo la réactivité des 
lymphocytes T. Selon l’étude de CARDOSO et al. [19], l’IDR à la leishmanine est négative 
chez les chiens atteints de leishmaniose clinique, alors qu’elle est positive chez les chiens 
infectés asymptomatiques (en phase précoce d’infection, après auto-guérison ou après 
traitement). 
 
L’antigène utilisé tient une place énorme dans le diagnostic des infections protozoaires. En 
général, les tests utilisent trois types d’antigène : antigène soluble, antigène complet et 
protéines synthétiques ou recombinantes. Il est admis que les tests utilisant les antigènes 
complets sont plus fiables que ceux utilisant un antigène soluble.  
L’IDR à la leishmanine utilise un antigène complet ; la suspension, appelée leishmanine, est 
composée de parasites de Leishmania infantum sous forme promastigote, ce qui signifie 
qu’elle contient tous les antigènes leishmaniens susceptibles de déclencher une réaction 
immunitaire. Cet antigène dit « complet » est utilisé dans la majorité des tests diagnostiques 
[67], mais il présente cependant quelques inconvénients notoires : il est nécessaire de 
maintenir des cultures de leishmanies et de produire l’antigène de façon continue (contrainte 
de production), l’antigénicité des cultures de promastigotes change selon le temps (instabilité 
antigénique) et les antigènes produits à des moments différents ou dans des laboratoires 
différents ne sont pas les mêmes (variabilité selon les isolats). 
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L’utilisation de protéines de synthèse ou recombinantes permettrait de résoudre ces 
problèmes en réduisant la variabilité liée à la production et à la préparation des antigènes, et 
en assurant la stabilité de l’antigène obtenu. Cependant il est possible que la sensibilité des 
tests utilisant seulement une protéine soit inférieure au test de référence, car tous les chiens 
infectés ne répondent pas forcément aux mêmes protéines. 
 
C’est précisément l’enjeu de l’étude qui suit : est-il possible de remplacer la leishmanine, 
actuellement utilisée pour les IDR, par une protéine recombinante qui permettrait de 
standardiser ce type de test diagnostique ? 
Le choix de la protéine recombinante pour cette étude s’est porté sur la protéine LACK pour 
différentes raisons : d’une part, la protéine LACK a déjà été étudiée chez l’homme et la 
souris, et fait encore actuellement l’objet de nombreuses études pour le développement d’un 
vaccin canin [47]. L’implication de cette protéine dans les mécanismes précoces de régulation 
de l’immunité, et son rôle particulier quant au développement d’une immunité cellulaire 
protectrice vis-à-vis du parasite semble établi chez la souris [45]. Chez l’homme, cette 
protéine a induit la production d’IFNγ et d’Il 10 par les LT et les NK, deux chémokines 
activement impliquées dans l’immunité anti-leishmanienne [63]. Elle pourrait donc avoir un 
intérêt majeur en permettant un diagnostic précoce, et donc en améliorant le pronostic.  
D’autre part, cette protéine est disponible et utilisable à titre expérimental puisqu’elle peut 
être produite par génie génétique [44], ce qui permet d’envisager dans le cas d’un éventuel 
succès, sa production et sa commercialisation. 
 
On dispose d’une suspension de protéine LACK, à la concentration initiale de 0.1 mg/mL de 
PBS-0.1%SDS. La protéine LACK recombinante est produite par le Dr. Vicente Larraga 
(Instituto Carlos III, MADRID) [44]. 
Par ailleurs, on se servira d’une suspension de leishmanine préparée par le Dr. Jorge Alvar 
(Instituto Carlos III, MADRID), à la concentration de 3 x 108 promastigotes inactivés de 
Leishmania infantum LEM 75/mL de phénol-PBS 0.5% w/v (soit une concentration protéique 
de 0.7 mg/mL). 
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On dispose de 6 chiens de race Beagle, de statut immunitaire inconnu, d’âge et de sexe variés, 
et logeant dans un chenil en plein air appartenant à la Faculté Vétérinaire de l’Université 
Autonome de Barcelone, qui correspond à une aire endémique de leishmaniose canine. Les 
chiens présentent tous un bon état général. 
Les chiens étudiés sont identifiés par les tatouages auriculaires suivants : 
1J44GH (Propriétaire : Ana Puidgemont) ou chien 1 dans notre étude 
1J34GH (Propriétaire : Ana Puidgemont) ou chien 2 dans notre étude 
1J02GH (Propriétaire : Ana Puidgemont) ou chien 3 dans notre étude 
6Z64GH (Propriétaire : Ana Puidgemont) ou chien 4 dans notre étude 
75273 (Propriétaire : service de Pathologie Médicale) ou chien 5 dans notre étude 
78592 MAX (Propriétaire : service de Pathologie Médicale)  ou chien 6 dans notre étude 
2.1.1.1.2.Intra-Dermo-Réaction 
Pour chaque chien testé, on dispose : 
¾ de ciseaux courbes pour couper les poils à ras 
¾ de 2 seringues montées à insuline de 1 mL de contenance, préalablement remplies 
avec 0.1 mL de réactif et 0.1 mL de solvant 
¾ de gants en latex 
¾ d’un marqueur indélébile de couleur noire 
Pour la lecture des IDR, on dispose de : 
¾ une réglette graduée en millimètre 
¾ un cutimètre pour mesurer l’épaisseur du pli de peau 
2.1.1.1.3.Prolifération cellulaire 
 
Antigènes et mitogènes : 
La PhytoHémAglutinine (PHA) est un agent mitogène des LT ; elle sert à vérifier que les LT 
sont capables de proliférer, et qu’ils n’ont pas été altérés lors de leur extraction ou lors des 
étapes précédant la mise en culture. Elle sert donc à vérifier que les manipulations ont été 
réalisées correctement. 
Le Leishmania Soluble Antigen (LSA) est un mélange d’antigènes spécifiques de Leishmania 
infantum, qui provoque la prolifération des lymphocytes si ceux-ci possèdent sur leur 
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membrane plasmique les récepteurs spécifiques aux antigènes de leishmanies. Cette 
suspension a été réalisée à partir de formes promastigotes de Leishmania major, en 
suspension dans 10 mL de PBS à la concentration de 2.108 /mL. Puis après 3 cycles de 
congélation-décongélation, cette suspension a été centrifugée à 8000 g, et le surnageant a été 
récupéré en fractions de 1 mL. 
Milieu de culture :  
Il s’agit du milieu RPMI 1640, milieu de culture cellulaire standard (formulation standard 
avec du D-glucose et du bicarbonate de sodium), additionné de 2 mM de glutamine, 100 µg 




On pratique sur chaque chien une IDR face médiale de chaque cuisse, après avoir coupé ras 
les poils aux ciseaux; les points d’injection sont repérés par un cercle au stylo indélébile; 
Après l’injection intra-dermique du
contenu de la seringue à insuline (1), il se
forme une petite vésicule transitoire (2) ;
on repère le site précis de l’injection en
traçant un cercle au stylo indélébile (3).
1 32
 
Photographie 10 : Injection intra-dermique de leishmanine (à gauche) et formation d’une vésicule (à 
droite). 
 
Lecture des résultats :  
On réalise la lecture des IDR à 48 et/ou 72h; 
La réaction locale est tardive (débute au bout de 24-48h), progressive (atteint son maximum 
vers 72h) et durable (persiste plusieurs jours et s’estompe progressivement en une huitaine de 
jours). 
On évalue l’intensité de la réaction par 3 critères : 
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  > l’érythème 
•l’intensité de la rougeur est évaluée visuellement ; on note + pour une couleur rosée, ++ pour 
une couleur rouge et +++ pour une couleur très rouge ; 
•l’étendue de l’érythème est mesurée grâce à la réglette ; 












à l’aide de la
réglette.
 
Photographie 11 : Mesure de l’induration. 
 
L’induration correspond à un oedème de la peau associé à un oedème sous-cutané. Elle est 
objectivée grâce à la réglette ; 
  > l’épaisseur du pli de peau ou grosseur 
 
On se sert d’un cutimètre ; on mesure l’épaisseur du pli 
de peau au niveau du point d’injection du réactif, puis 
l’épaisseur du pli de peau saine à proximité. On fait de 




Photographie 12 : Mesure de l’épaisseur du pli de peau à l’aide d’un cutimètre. 
 
Sont considérés positifs les chiens présentant une différence d’induration  
supérieure à 5 mm entre la leishmanine et le contrôle négatif. 
Expression des résultats :  
Les résultats sont exprimés de la façon suivante : 
 








Points de repères de l’induration
 
Illustration 14 : Mesure de l’induration. 
 

















Evaluer l’induction de la prolifération lymphocytaire par la protéine recombinante LACK, 
ainsi qu’un éventuel effet du SDS sur la prolifération; 
Protocole : 
EXTRACTION DES CELLULES MONONUCLÉÉES DU SANG 
PERIPHERIQUE 
1. Déposer 7 ml de sang préalablement dilué au 1/2 dans du 
PBS, sur 7 ml de Ficoll (HISTOPAQUE® 1077) 
 
Sang dilué au 1/2
HISTOPAQUE
 
 Illustration 16 : Séparation des érythrocytes. 
2. Centrifuger 30 mn à 400rcf (1400 trs/mn) sans frein 
P : épaisseur du pli de peau au niveau de l’injection du produit 
S : épaisseur du pli de peau saine à proximité 
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Les lymphocytes sont les cellules les moins denses du sang, alors que les érythrocytes sont 
très denses ; l’HISTOPAQUE®, de densité intermédiaire, permet la séparation des 








Illustration 17 : Séparation des autres différents éléments figurés du sang. 
 
3. Récupérer l’interface avec une pipette Pasteur 
4. Lavage des lymphocytes avec PBS 
5. Centrifugation 10 mn à 1600 trs/mn 
6. Erythrolyse du précipité par  ajout de 2 ml de tampon salé 
hypertonique 
7. Lavage des lymphocytes avec PBS 
8. Centrifugation 10 mn à 1600 trs/mn 
9. Mise en suspension du précipité dans 1 ml de milieu RPMI 
 
COMPTAGE DES LYMPHOCYTES 
Surface d’un carré jaune
0.0025 mm2




1 C/carré= 4.106 C/mL
 
Illustration 18 : Cellule de Neubauer et principe du comptage cellulaire. 
Sources : www.unifr.ch/.../ebert/lab/counting/count.html 
   www.nexcelom.com/ 
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On prélève 90  µL de suspension ainsi obtenue, auxquels on ajoute 90  µL de Trypan blue 
(colorant bleu ne pénétrant pas dans les cellules vivantes). On procède au comptage des 
cellules sur cellule de Neubauer (ANNEXE 5), à grossissement x200. 
Ce comptage est nécéssaire pour déterminer la concentration du milieu en cellules pour 
chaque chien, afin de connaître le volume de suspension à mettre dans les puits qui serviront à 
la prolifération cellulaire, pour que chaque puit possède le même nombre de cellules avant 
stimulation (2.105 cellules/puit).  
 
PROLIFÉRATION ET CULTURE CELLULAIRES 
 
 
On cultive les lymphocytes extraits du sang de chacun 
des chiens dans des plaques à 96 puits (2.105 
cellules/puit et  200 µl de suspension/puit). 
Milieu de culture utilisé : milieu RPMI 
 
Photographie 13 : Plaque à 96 puits utilisée pour la culture des lymphocytes. 
Source : www.icampus.ucl.ac.be/.../NICOSEB/FACS.html 
 
On étudiera la prolifération cellulaire des lymphocytes isolés du sang périphérique (PBMC 
pour Peripherical Blood Mononuclear Cells) dans plusieurs milieux: 
- dans un milieu additionné de 5 µg/mL de PHA (contrôle positif) 
- dans un milieu additionné de 10 µg/mL de LSA  
- dans le milieu additionné de la protéine LACK, à différentes concentrations 
obtenues à partir de 4 dilutions -1/10e, 1/50e, 1/100e et 1/200e- de la solution mère 
à 100 µg/mL ; ces concentrations sont 10 µg/mL, 2 µg/mL, 1 µg/mL et 0.5µg/mL 
-  dans le milieu seul (contrôle négatif) 
La prolifération des PBMC se fera selon le protocole d’un kit ELISA commercial (Cell 
Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Roche®), dont le manuel d’instruction est 
disponible sur internet : http ://www.roche-applied-science.com/pack-insert/1444611.a.pdf 
Principe du test ELISA : 
Les cellules sont cultivées en présence des différentes substances à tester dans une plaque à 
96 puits, et sont incubées à 37° selon le nombre de jours défini (3 jours dans le milieu 
contenant la PHA et 6 jours dans les milieux contenant le LSA et la protéine LACK). Puis on 
ajoute le réactif colorimétrique (BrdU pour 5-Bromo-2’-deoxyuridine) avant de réincuber 
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pendant 24h. Le BrdU n’est autre qu’un analogue de la pyrimidine, qui pendant les 24h 
d’incubation, va s’incorporer dans l’ADN des cellules en prolifération. 
Puis on fixe les cellules, avant de dénaturer l’ADN (étape nécessaire à la fixation ultérieure 
des anticorps révélateurs).  
On ajoute alors les anticorps anti-BrdU, qui se lient aux BrdU des nouveaux brins d’ADN 
synthétisés. 
Lecture des résultats : 
La réaction est quantifiée par mesure de l’absorbance au spectrophotomètre (densité optique : 
450nm). La couleur et donc les valeurs d’absorbance sont directement corrélées à la quantité 
d’ADN synthétisé et donc au nombre des cellules ayant proliféré dans chaque milieu 
additionné des substances à tester. 
•contrôle positif : PHA : lecture à 3 jours 
•milieu LSA : lecture à 6 jours 
•milieu LACK: lecture à 6 jours 
•contrôle négatif: milieu seul: lecture à 6 jours 
Analyse statistique des résultats : 
¾ %T Student 
Un test T de Student pour petits échantillons a été utilisé. 
Le résultat obtenu est cohérent si %T Student < 5. 
¾ Indice de profifération SI 
SI = A/B 
avec A : moyenne des valeurs d’absorbance dans le milieu RPMI + substance à tester + cellules 
avec B : moyenne des valeurs d’absorbance dans le milieu RPMI + cellules 
La prolifération est significative si SI>2, car cette valeur signifie que la prolifération des 
cellules a été au moins 2 fois supérieure dans le milieu contenant la substance à tester que 
dans le milieu sans subtance à tester. Plus cet indice est élevé, plus la prolifération a été 
importante. 
¾ Autres indices statistiques 
Resta = A-B 
Ponderado = (A-B)/B 
avec A : moyenne des valeurs d’absorbance dans le milieu RPMI + substance à tester + cellules 
avec B : moyenne des valeurs d’absorbance dans le milieu RPMI + cellules 
Une valeur positive indique que la population cellulaire est quantitativement supérieure dans 
le milieu contenant la substance à tester que dans le milieu sans, après l’épreuve de 
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prolifération. Au contraire, une valeur négative indique le contraire, et sous-entend que la 
substance en question a eu un effet cytolytique. 
2.1.3. PROTOCOLE DE L’ÉTUDE 
 
Cette étude a été menée en différentes phases sur une période de 8 mois (d’octobre 2003 à 
mai 2004), numérotées chronologiquement, sur 6 chiens numérotés de 1 à 6.  
Dans un premier temps, il fallait identifier des chiens à réponse immunitaire cellulaire forte 
face à la leishmaniose en utilisant une IDR à la leishmanine (phase 1), afin de les utiliser pour 
évaluer in vitro la réactivité de leurs lymphocytes, grâce au test de prolifération cellulaire 
(phase 2).  
Les premiers résultats obtenus n’étant pas satisfaisants dans la mesure où la protéine LACK 
n’a entraîné aucune prolifération in vitro aux concentrations utilisées, nous avons alors réalisé 
de nouvelles IDR sur d’autres chiens, afin de s’assurer de l’innocuité du solvant utilisé dans la 
suspension de protéine LACK (phase 3).  
Une fois constatée la parfaite innocuité du solvant, on a alors réalisé des IDR à la protéine 
LACK sur les chiens sélectionnés pour la phase 1 ( phase 4).  
Face à l’absence de corrélation entre les résultats des IDR à la protéine LACK et les IDR à la 
leishmanine, on a décidé de refaire l’expérimentation en réalisant sur les mêmes chiens, et 
cette fois simultanément, une IDR à la protéine LACK et une IDR à la leishmanine (phase 5). 
N’obtenant pas plus de résultats, on a alors décidé de faire de nouvelles IDR avec une 
suspension de protéine LACK aussi concentrée que la leishmanine (phase 6), sur des chiens 
ayant présenté une forte positivité à l’IDR à la leishmanine. Cette nouvelle suspension de 
protéine LACK plus concentrée est appelée LACKc.   
On a obtenu de nouveaux résultats surprenants, avec ulcération au niveau des sites d’injection 
sur les 2 chiens testés. On a réitéré les IDR simultanées avec la leishmanine et avec la 
protéine LACKc, sur deux chiens préalablement testés l’un positif et l’autre négatif à l’IDR à 
la leishmanine (phase 7). Ces derniers résultats n’ont pas été plus concluants. 
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2.2. PRÉSENTATION DES RÉSULTATS 
2.2.1.  PHASE 1 : IDR A LA LEISHMANINE DE 6 CHIENS 
 
On réalise à chacun des 6 chiens une IDR à la leishmanine, afin de connaître leur statut 
immunitaire et de choisir pour la phase 2 de prolifération lymphocytaire les 3 chiens ayant 
réagi le plus fortement à 72 h (ces chiens ont a priori une réponse cellulaire forte vis-à-vis de 
Leishmania infantum) et un chien négatif. 
 
Tableau 8 : Résultats des IDR à la leishmanine  







 E   3.5x3 cm  
Chien 1 I 2x0.5 cm + 1.5x1 cm + 
 G 0.2v0.4 cm  0.1v0.3 cm  
 E   2.5x2 cm  
Chien 2 I 0.5x0.2 cm faiblement + 1x1.5 cm + 
 G 0.1v0.3 cm  0.2v0.4 cm  
 E +  1.5x1 cm  
Chien 3 I 0.5x1.5 cm + 0.7x1.2 cm + 
 G 0.1v0.4 cm  0.2v0.4 cm  
 E +*  2x1.5 cm  
Chien 4 I 1x0.2 cm + 0.7x1.2 cm + 
 G 0.1v0.4 cm  0.2v0.4 cm  
 E +    
Chien 5 I 0.5x0.2 cm +  - 
 G 0.1v0.3 cm    
 E +**  +**  
Chien 6 I 0.5x0.2 cm +  - 
 G 0.1v0.5 cm    
 E : érythème 
 I : induration 
 G : grosseur 
∗pustule au site d’inoculation du contrôle négatif 
**hématome: réaction au phénol? Dû au fait d’avoir piqué plusieurs fois car l’animal bougeait trop? 
 
 
Sur les 6 chiens testés, on obtient 2 faibles à négatifs et 4 positifs; on choisit  pour la phase 2 
trois des chiens fortement positifs et 1 chien négatif à 72h, selon les critères d’érythème, 
d’induration et de grosseur mesurés:  
 chiens fortement positifs (en rouge): chien 1, chien 3 et chien 4 
 chien négatif (en gris): chien 6 
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2.2.2.  PHASE 2 : PROLIFERATION DES LYMPHOCYTES 
 
L’objectif de cette phase 2 est d’évaluer l’induction de la prolifération lymphocytaire par la 
protéine recombinante LACK, ainsi qu’un éventuel effet de son solvant (PBS-0.1%SDS) sur 
la prolifération. Après avoir prélevé du sang périphérique des 4 chiens retenus en phase 1, les 
cellules mononucléées, dont font partie les lymphocytes, sont extraits du sang total (selon la 







Photographie 14 : Milieux de culture cellulaire montrant des amas de cellules ayant proliféré en présence 
de PHA et de LSA. 
 
Les résultats de la prolifération lymphocytaire sont présentés sur le tableau suivant :  
 







   10 µg/mL 2 µg/mL 1 µg/mL 0.5 µg/mL 
Chien 1 19 >2 <2 <2 <2 <2 
Chien 3 69 6 <2 <2 <2 <2 
Chien 4 42 3 <2 <2 <2 <2 
Chien 6 19 4 <2 <2 <2 <2 
 
Remarque : les valeurs d’absorbance et les indices statistiques sont détaillés pour chaque 
chien et chaque substance utilisée en ANNEXE 6. 
Prolifération en présence de PHA (contrôle positif)  
L’indice de prolifération SI est très supérieur à 2, et l’on peut voir que la prolifération 
cellulaire a été entre 19 et 69 fois supérieure en présence de PHA. 
Ces résultats indiquent que les lymphocytes ont bien proliféré en présence du PHA. 
Prolifération en présence de LSA 
De la même façon, les cellules ont proliféré entre 2 et 6 fois plus en présence de LSA. 
Ces résultats indiquent que les lymphocytes ont bien proliféré en présence du LSA (on peut 
noter que les lymphocytes du chien 6 ont aussi proliféré, alors que ce chien était négatif à 
l’IDR à la leishmanine effectuée en phase 1). 
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Prolifération en présence de protéine LACK à différentes concentrations 
On a rajouté au milieu contenant les lymphocytes la protéine LACK à 4 concentrations 
différentes; les résultats obtenus montrent que la protéine LACK, aux concentrations utilisées, 
n’a entraîné aucune prolifération sur aucun des lymphocytes prélevés, tant sur les chiens 1, 3 
et 4 IDR leishmanine (+) que sur le chien 6 IDR leishmanine (-) puisque l’indice de 
prolifération SI est inférieur à 2 chez les quatre chiens. 
Par ailleurs, on obtient des valeurs de « Resta » négatives chez tous les chiens (ANNEXE 6), 
et à différentes concentrations de protéine LACK (à 2 et 10 µg/mL chez le chien 1, à 0.5 
µg/mL chez le chien 3, à 1 et 2 µg/mL et chez le chien 4 et à 2 et 10 µg/mL chez le chien 6); 
cet indice comparant la prolifération cellulaire en présence et en absence de protéine LACK 
dans le milieu, nous indique que les cellules ont encore moins proliféré en présence de 
protéine LACK qu’en son absence. On aurait donc, in vitro, une absence d’effet proliférateur 
des lymphocytes T, mais en plus peut-être un effet cytotoxique soit de la protéine LACK elle-
même, soit de son solvant PBS-0.1%SDS. 
 
2.2.3.  PHASE 3 : IDR AU SOLVANT DE LA PROTEINE 
LACK 
L’objectif de cette phase 3 est d’évaluer les possibles effets locaux et systémiques de 
l’inoculation intra-dermique du SDS (Sodium Dodécyl Sulfate) utilisé dans le solvant de la 
protéine LACK. Ces essais se réaliseront sur 2 chiens ne faisant pas partie des chiens 
sélectionnés pour l’étude LACK (SIMPATIC et TOM). On réalise 3 IDR de 0.1 ml face 
médiale des cuisses: 
- PBS  à gauche 
- PBS-0.1%SDS à droite cranial 
- PBS-0.01%SDS à droite caudal 
Puis on évalue à 1h, 3h, 6h, 24h, 48h la présence de signes locaux au niveau des injections 
(érythème, induration, grosseur, inflammation, ulcération, nécrose...) et de signes systémiques 
(hyperthermie, abattement...). 
De plus on réalisera un hémogramme et une biochimie sanguine au moment de l’ inoculation 





Tableau 10 : Résultats des IDR au PBS-0.1%SDS 
Lecture à 1h, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h et 72h (21/10/2003) 
 Chien 7 (SIMPATIC) Chien 8 (TOM) 
 Température Signes locaux/généraux Température Signes locaux/généraux 
Inoculation 39.3 - 39.8 - 
1h 38.8 Légère induration PBS-
0.1%SDS 
39.4 Légère induration et 
érythèmePBS-0.1%SDS 
3h 38.5 Légère induration PBS-
0.1%SDS 
38.3 Légère induration et 
érythème PBS-0.1%SDS
6h 38.4 Légère induration PBS-
0.1%SDS 
38.7 Légère induration et 
érythème PBS-0.1%SDS
24h 38.4 - 39.3 Léger érythème PBS-
0.1%SDS 
48h 38.6 - 38.9 - 
72h 38.8 - 39.4 - 
 
Sur les 2 chiens choisis pour ce test, aucun n’a présenté de signes d’inflammation locale, ni de 
signes systémiques, 48h et 72h après inoculation de PBS pur, de PBS-0.1%SDS et de PBS-
0.01%SDS. Les biochimies et les hémogrammes sont normaux à 0h et 72h. 
Ceci démontre l’innocuité in vivo du diluant de la protéine LACK.  
Ainsi l’absence de réactions dermique et systémique à l’IDR utilisant le diluant de la protéine 
LACK nous permet de poursuivre le protocole. Avec cette base de données, on décide 
d’utiliser la protéine LACK à une concentration bien plus élevée (on souhaiterait une 
concentration de 0.7 g/mL, c’est à dire la même que la concentration protéique de 
leishmanine), à condition qu’elle puisse nous être fournie. 
2.2.4. PHASE 4 : IDR A LA PROTEINE LACK 
 
Elle a été réalisée sur les chiens sélectionnés pour la phase 1(chiens 1, 3, 4 et 6); 
Cette étude comporte l’inoculation intra-dermique sur la cuisse gauche de 0.1 mL de la 
préparation LACK à 0.1 mg/mL de PBS-0.1%SDS et 0.1 mL de PBS-0.1%SDS (contrôle 
négatif), et sur la cuisse droite 0.1 mL de leishmanine et 0.1 mL de phénol-PBS 0.5% w/v. 
On évalue à 1h, 3h, 6h, 24h, 48h la présence de signes locaux au niveau des sites d’injection 
(érythème, induration, grosseur, inflammation, ulcération, nécrose...) et de signes systémiques 
(hyperthermie, abattement...).  
De plus on réalisera un hémogramme et une biochimie sanguine au moment de l’ inoculation 






Tableau 11 : IDR à la protéine LACK : conséquences locales et systémiques 
 Inoculation 1h 3h 6h 24h 48h 
Température 
Chien 1 38.8 39 38.9 38.8 38.6 38.5 
Chien 3 39.1 39 38.7 38.8 39.1 38.5 
Chien 4 39.3 39.7 38.7 38.6 38.9 38.5 
Chien 6 39.1 39.4 39.2 39.5 39.7 38.5 
Modifications locales 















K,F éryth - 
 
- 







K ind - 
L,F éryth - 
K,S éryth - 






K ind - 
S éryth - 
K ind - - 
S éryth - - 
K : site d’injection de la protéine LACK F : site d’injection du phénol-PBS 0.5% w/v 
L : site d’injection de la leishmanine S : site d’injection du PBS-0.1%SDS 
 
Aucun signe clinique d’intolérance locale ou systémique à la protéine LACK n’a été détecté 
chez aucun des animaux ; par ailleurs les biochimies sanguines et les hémogrammes réalisés 
sur les 4 chiens à 0h et 48h ne révèlent aucune anomalie. Ceci nous permet de vérifier 
l’innocuité de l’IDR à la protéine LACK. 
On choisit alors de réaliser l’IDR avec la leishmanine et le phénol-PBS 0.5% w/v comme 
témoin négatif sur la cuisse G et avec la protéine LACK et PBS-0.1%SDS comme témoin 
négatif sur la cuisse D. 
 
Tableau 12 : Résultats des IDR à la protéine LACK 
Lecture à 72h (31/10/2003) 
  IDR leishmanine IDR phénol IDR LACK IDR PBS-0.1%SDS   
 E        
Chien 1 I  - -  -  - 
 G        
 E 1x1.2 cm       
Chien 3 I  + -  -  - 
 G 0.1v0.3 cm       
 E 1x1.2 cm     1.2x1.2 cm  
Chien 4 I  douteux -  -  douteux 
 G 0.1v0.2 cm     0.4v0.1 cm  
 E 1x0.5 cm   1x1.2 cm    
Chien 6 I  + -  +  - 
 G 0.6v0.4 cm   0.3v0.1 cm    
E : érythème I : induration G : grosseur 
En gris : témoins négatifs 
 
Seul le chien 3 est positif à l’IDR à la leishmanine, les chiens 1 et 4 étant négatif ou douteux, 
alors que ces 3 chiens avaient été retenus précisément parce qu’ils présentaient une forte 
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réponse positive à l’IDR à la leishmanine en phase 1 (tableau 8). Par ailleurs, ces 3 chiens 
sont tous négatifs à l’IDR à la protéine LACK. 
Paradoxalement, le chien 6 est positif à l’IDR à la leishmanine et à l’IDR à la protéine LACK, 
alors qu’il était négatif à l’IDR à la leishmanine lors de la phase 1 (tableau 8). Il est cependant 
important de noter que ce chien 6 porte une plaie suppurative sur le front; à 24h, la plaie 
continue de suppurer et la paupière gauche est oedématiée avec un peu de chassie, l’animal 
présente une hyperthermie à 39.7°C; l’animal est amené en consultation et reçoit le jour 
même de la céfalexine et un collyre antibiotique, la plaie est nettoyée localement; on observe 
une amélioration de l’état général le lendemain. Cette affection justifie peut-être les résultats 
obtenus.  
 
2.2.5.  PHASE 5 : NOUVELLES IDR A LA LEISHMANINE 
ET A LA PROTEINE LACK 
 
On a réalisé de nouvelles IDR à la leishmanine et à la protéine LACK sur les 4 mêmes chiens 
(pour le chien 6, on a attendu sa guérison totale), afin d’infirmer ou de confirmer les résultats 
obtenus. 
 
Tableau 13 : Résultats des nouvelles IDR à la leishmanine et à la protéine LACK 
Lecture à 72h (07/11/2003) 
  IDR leishmanine IDR phénol IDR LACK IDR PBS-0.1%SDS 
 E ++   ++  +  
Chien 1 I 1x1 cm + - 1.2x1.5 cm + 0.7x1 cm + 
 G 0.4v0.2 cm   0.5v0.2 cm  0.3v0.2 cm  
 E +       
Chien 3 I 1x0.5 cm + - 1x0.4 cm +  - 
 G 0.3v0.1 cm   0.2v0.1 cm    
 E ++   ++    
Chien 4 I 0.7x0.7 cm + - 0.7x0.7 cm +  - 
 G 0.4v0.2 cm   0.2v0.1 cm    
 E +   +    
Chien 6 I 1.2x1.4 cm + - 0.7x0.5 cm +  - 
 G 0.5v0.2 cm   0.3v0.2 cm   Hématome 
E : érythème I : induration G : grosseur 
En gris : témoins négatifs 
 
Cette fois, on obtient des résultats plus cohérents puisque les 3 chiens qui étaient IDR leishm 
(+) lors de la phase 1 (chiens 1, 3 et 4), le sont aussi cette fois-ci ; ces 3 chiens présentent 
cette fois une réponse IDR LACK (+). 
Par contre, le chien 6 qui lui était IDR leishm (-) en phase 1, semble s’être positivé puisqu’il 
est de nouveau IDR leishm (+) ; il est aussi IDR LACK (+). 
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2.2.6. PHASE 6 : IDR A LA PROTEINE LACKc 
Le laboratoire de Madrid a finalement pu nous fournir une nouvelle solution de protéine 
LACK plus concentrée: 1 mL de protéine LACKc à la nouvelle concentration de 0.7 mg/mL 
dans le même diluant PBS-0.1%SDS; cependant, la fabrication et le délai d’acheminement 
depuis le laboratoire de Madrid ayant dépassé les 3 mois, il convient de reprendre 
l’expérimentation à zéro. On réalise donc de nouvelles IDR à la leishmanine, de façon à 
s’assurer que les 4 chiens utilisés pour les phases antérieures continuent à être positif à l’IDR 
à la leishmanine, et à sélectionner 2 chiens IDR leishm (+)  afin de les utiliser pour la phase 
suivante; 
Tableau 14 : Résultats des IDR à la leishmanine et au phénol-PBS 0.5% w/v 
Lecture à 72h (21/04/2004) 
 IDR leishmanine IDR phénol    
 E Hématome    
Chien 1 I 1.5x0.6 cm +  - 
 G 0.4v0.2 cm    
 E ++    
Chien 2 I 1x0.7 cm +  - 
 G 0.4v0.3 cm    
 E +    
Chien 3 I 1.4x0.5 cm +  - 
 G 0.3v0.15 
cm 
   
 E +    
Chien 4 I 0.5x0.4 cm +  - 
 G 0.2v0.1 cm    
 E     
Chien 5 I  -  - 
 G     
 E     
Chien 6 I  ULCERE  - 
 G  (Photo. 15)   
E : érythème I : induration G : grosseur 
En gris : témoin négatif 
 
 
    
Photographie 15 : Réaction ulcérative 72h après injection de leishmanine. 
Ulcère au niveau 
du site d’injection 





On choisit pour l’étape suivante les 2 chiens présentant la plus forte réaction positive: chiens 
1 et 3. On a réalisé de nouvelles IDR à la protéine LACKc sur ces 2 chiens : 
Tableau 15 : Résultats des IDR à la protéine LACKc et au PBS-0.1%SDS  
Lecture à 72h (07/05/2004) 
 IDR LACKc IDR PBS-0.1%SDS 
 E +++    
Chien 1 I 1.5x0.9 cm +  - 
 G 0.7v0.2 cm (Photo. 16)   
 E +++    
Chien 3 I 1x0.8 cm +  - 
 G 0.4v0.2 cm (Photo. 16)   
E : érythème I : induration G : grosseur 
En gris : témoin négatif 
 
On obtient sur chacun des 2 chiens une réaction fortement positive à l’IDR LACKc, et une 
réaction négative à l’IDR PBS-0.1%SDS; au vu de ces résultats très positifs (ulcération des 
sites d’injection de la protéine LACKc, Photo. 16), on décide de procéder à des biopsies 
cutanées le 07/05/2004 (soit 72h après) de la lésion induite par l’injection de protéine 
LACKc, ainsi que de la zone d’injection du témoin négatif PBS-0.1%SDS, sur chacun des 2 
chiens; 
 
   
Photographie 16 : Réactions obtenues au niveau des sites d’injection de LACKc à 72h (à droite chien 3, à 
gauche chien 1). 
 
Sédation 
 Butorfanol BUPREX 0.01 mg/kg IM soit 0.4 mL IM 
 Imidazolam DORMICUM 0.2 mg/kg IM soit 0.5 mL IM 
Anesthésie locale 
 Lidocaïne 2 mL en 4 points d’injection SC autour de la lésion à prélever 
Antibiotique post-op 
 Amoxicilline 0.1 mL/kg SC 
 
Les biopsies sont conservées dans du formol 10%. L’analyse histopathologique révèle une 






2.2.7.  PHASE 7 : NOUVELLES IDR A LA LEISHMANINE 
ET A LA PROTEINE LACKc 
 
On a réalisé de nouvelles IDR à la leishmanine et à la LACKc sur 2 chiens. 
Etant donné les réactions cutanées obtenues lors de la phase 6, l’objectif est de réaliser les 
nouvelles IDR sur des chiens testés positivement et négativement à la leishmanine selon le 
tableau 14, afin de vérifier que le chien testé négatif à la leishmanine est aussi négatif à la 
LACKc et de prouver ainsi l’absence d’endotoxicité de la suspension de LACKc. On dispose 
des chiens : 
¾ Chien 2  IDR leishm (+) au 21/04/2004 
¾ Chien 5  IDR leishm (-) au 21/04/2004 
Tableau 16 : Résultats des IDR à la protéine LACKc et à la leishmanine (1) 
Lecture à 72h (20/05/2004) 
 IDR LACKc IDR leishmanine 
 E +  +/-  
Chien 2 I 1x1 cm + 2.8x1 cm faiblement + 
 G 0.3v0.2 cm  0.2v0.2 cm  
 E Masse sous-cutanée d’environ    
Chien 5 I 1 cm de diamètre : injection  - 
 G sous-cutanée au lieu d’intra-dermique ?   
E : érythème I : induration G : grosseur 
 
La masse sous-cutanée observée chez le chien 5 est probablement liée à une injection sous-
cutanée et non pas intra-dermique de la LACKc ; par ailleurs, le chien 2 qui était le plus 
positif à l’IDR leishmanine il y a 1 mois de cela, n’est plus que faiblement positif ; il peut 
s’agir d’une mauvaise injection de la leishmanine, ou bien d’un changement de statut 
immunitaire, bien qu’aucun signe clinique n’ait été observé ; on décide donc de renouveler les 
injections avec d’autres chiens testés positivement et négativement à la leishmanine, toujours 
selon le tableau 14. On choisit les chiens suivants:  
¾ Chien 2 IDR leishm (+) au 21/04/2004 
¾ Chien 3 IDR leishm (+) au 21/04/2004 
¾ Chien 5 IDR leishm (-) au 21/04/2004 
On peut s’attendre à 2 cas de figures : 
⇒ Cas 1: réactions (+) comparables leishmanine et LACKc 
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Dans ce cas, on confirmera ces résultats en réalisant de nouveau IDR leishm et IDR LACKc 
(avec le volume restant) sur 
-d’autres chiens préalablement testés (+) à l’IDR à la leishmanine seule 
-d’autres chiens préalablement testés (-) à l’IDR à la leishmanine seule  
Si on a confirmation (IDR LACKc(+) et IDR leishm(+) sur les chiens IDR leishm (+), et 
résultats LACKc(-) et leishm(-) sur les chiens IDR leishm (-)), on demandera au laboratoire 
d’envoyer un volume plus important de protéine LACKc afin de confirmer nos premiers 
résultats et de réaliser des tests in vitro de prolifération cellulaire; 
⇒ Cas 2: réactions (-) ou douteuses leishmanine et LACK 
Dans ce cas, on confirmera ces résultats en réalisant de nouvelles IDR leishmanine et IDR 
LACKc (avec le volume restant) sur 2 autres chiens préalablement testés IDR leishm (+); si 
les résultats sont les mêmes, on effectuera un test de prolifération cellulaire in vitro avec le 
volume restant, afin d’écarter ou d’infirmer l’utilisation de la protéine LACK pour des tests 
de prolifération cellulaire; 
 
Tableau 17 : Résultats des IDR à la protéine LACKc et à la leishmanine (2) 
Lecture à 72h (18/06/2004) 
 IDR LACKc IDR leishmanine 
 E -    
Chien 2 I  faiblement +  - 
 G 0.4v0.2 cm    
 E +/-    
Chien 3 I 1x1 cm +  - 
 G 0.5v0.25 
cm 
   
 E Masse sous-cutanée d’environ    
Chien 5 I 0.5 cm de diamètre  - 
 G    
E : érythème I : induration G : grosseur 
 
Encore une fois, les résultats (tableaux 16 et 17) ne nous permettent de donner aucune 
conclusion vis-à-vis de l’utilisation de la protéine LACKc ; en effet (tableau 16), on obtient 
dans un premier temps une masse sous-cutanée au site d’injection de la protéine LACKc, sur 
le chien 5 qui était IDR leishm (-) le 21/04/2004, qui se reproduit sur le même chien 1 mois 
plus tard (tableau 17), alors que les deux chiens 2 et 3 qui étaient IDR leishm (+) lors de la 
phase 6 (tableau 14) se sont négativé à la leishmanine ; 
 
2.2.8.  DISCUSSION 
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2.2.8.1. EPREUVE DE PROLIFERATION LYMPHOCYTAIRE 
 
Nos résultats de prolifération lymphocytaire en présence de PHA et de LSA sont comparables 
à ceux obtenus dans l’étude de FERRER et al. [40] sur 7 chiens infectés asymptomatiques, ce 
qui nous permet de dire d’une part qu’il n’y pas eu d’erreur imputable aux manipulations de 
laboratoire, et d’autre part que les chiens 1, 3 et 4 sont probablement des chiens infectés 
asymptomatiques puisqu’ils sont tous les trois positifs à l’IDR à la leishmanine ; en ce qui 
concerne le chien 6 qui est initialement négatif à l’IDR à la leishmanine, on peut émettre 
l’hypothèse qu’il était en octobre 2003 en tout début d’infection, puisque les 3 IDR à la 
leishmanine suivantes se sont toutes révélées positives. 
La prolifération lymphocytaire n’a pas eu lieu en présence de la protéine LACK, et ce à 
aucune des concentrations utilisées. Dans l’étude de MAASHO et al. [63], la prolifération de 
cellules mononuclées issues de sang périphérique humain a eu lieu en présence de 12,5 µg de 
PHA/mL avec un indice de prolifération (SI) compris entre 7 et 38 (contre 19 à 69 dans notre 
étude). En présence de LSA (issu de L. aethiopica), la prolifération a également eu lieu, mais 
de façon moindre qu’en présence de protéine LACK aux concentrations de 12.5, 25 et 50 
µg/mL, avec un indice de prolifération  supérieur à 3 chez 8 des 9 donneurs. Dans cette étude, 
25 µg/mL de polymyxine B ont été ajouté préalablement dans la solution de protéine LACK 
pour neutraliser la présence éventuelle d’endotoxines qui auraient été introduites lors de sa 
fabrication. 
On a montré l’absence d’un éventuel effet cytotoxique du PBS utilisé dans le solvant de la 
protéine LACK lors de la phase 3. 
On peut alors émettre plusieurs hypothèses quant à l’absence de prolifération en présence de 
protéine LACK : une concentration insuffisante ou la présence d’endotoxines ayant empêché 
la prolifération voire entrainé la lyse cellulaire. 
 
2.2.8.2. IDR A LA LEISHMANINE 
 
Tableau 18 : Tableau récapitulatif des IDR à la leishmanine 
 Phase 1 Phase 4 Phase 5 Phase 6 Phase 7 
 17/10/2003 31/10/2003 07/11/2003 21/04/2004 20/05/2004 18/06/2004 
 Leishmanine Leishmanine Leishmanine Leishmanine Leishmanine Leishmanine 
Chien 1 + - + +   
Chien 2 +   + faiblement + - 
Chien 3 + + + +  - 
Chien 4 + douteux + +   
Chien 5 -   - - - 
Chien 6 - +* + ulcère   
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En phase 1, 4 des 6 chiens asymtomatiques testés sont positifs à l’IDR à la leishmanine, soit 
67%, ce qui est en accord avec les résultats de l’étude de SOLANO et al. [102] de 51.6%. 
En comparaison avec l’étude de CARDOSO et al. [19] qui a standardisé l’IDR à la 
leishmanine dans la détection de l’immunité cellulaire spécifique dans la leishmaniose canine, 
en évaluant l’innocuité, la spécificité, la répétabilité et la sensibilité de la méthode, on 
s’aperçoit que nos résultats diffèrent ; en ce qui concerne la répétabilité de la méthode, sur les 
6 chiens utilisés dans notre expérimentation, un seul reste positif aux IDR à la leishmanine 
dans un délai de 5 mois (c’est le chien 3, positif à toutes les IDR du 17/10/03 au 21/04/04), 
alors que 4 chiens sur 4 sont toujours positifs dans un délai de 5 mois dans l’étude de 
CARDOSO; on ne peut donc pas dire que ce test est répétable dans cette expérimentation. 
Chacun des 6 chiens a subi de 2 à 5 IDR à la leishmanine dans un délai de 8 mois ; on peut 
rassembler sous forme de tableau la fréquence de positivité des chiens testés : 
Tableau 19 : Fréquence de positivité à l’IDR à la leishmanine des chiens testés 
 Chien 1 Chien 2 Chien 3 Chien 4 Chien 5 Chien 6 
Nombre des IDR 
leishm + 















Ces résultats remettent en cause la fiabilité de la méthode dans notre expérimentation ; on 
peut émettre certaines hypothèses : erreurs lors de la réalisation des IDR (mauvais site 
d’injection), erreurs lors de la collecte des résultats (en particulier lors de la phase 4), 
existence éventuelle d’effet mémoire immunitaire lors d’IDR répétées... 
 
2.2.8.3. IDR A LA PROTEINE LACK ET LACKc 
 
Tableau 20 : Tableau récapitulatif des IDR à la protéine LACK et LACKc 
 Phase 4 Phase 5 Phase 6 Phase 7 











Chien 1 - + + ulcère   
Chien 2    + faiblement + 
Chien 3 - + +ulcère  + 
Chien 4 - +    
Chien 5    masse SC masse SC 
Chien 6 +* +    
 
L’innocuité de l’IDR à la protéine LACK n’est pas prouvée, puisqu’on observe 2 cas 
d’ulcération et 2 cas de masses sous-cutanées au site d’injection, à 72h, pour une 
concentration de 0.7 mg/mL. Par ailleurs, les résultats au test sont variables chez chaque 







Tableau 21 : Tableau comparatifs des résultats aux IDR à la leishmanine et à la protéine LACK et 
LACKc 
 Phase 1 Phase 4 Phase 5 Phase 6 Phase 7 
 17/10/03 31/10/03 07/11/03 21/04/04 07/05/04 20/05/04 18/06/04 






Chien 1 + - - + + + ulcère     
Chien 2 +     +  faibl + + - faibl + 
Chien 3 + + - + + + ulcère   - + 
Chien 4 + douteux - + + +      
Chien 5 -     -  - masseSC - masseSC
Chien 6 - +* +* + + ulcère      
* ce chien présentait au moment du test une plaie purulente et un état général altéré (forte hyperthermie), on peut 
supposer que les résultats obtenus ne sont pas interprétables, vu son état immunologique non égal à celui de la 
phase 1;  
 
On observe qu’il n’existe aucune corrélation entre les résultats des IDR à la leishmanine et 
des IDR à la protéine LACK et LACKc, ce qui nous permet de conclure à l’absence de 
spécificité de la méthode. Dans l’étude de CARDOSO et al. [19], la spécificité a été évaluée 
grâce à l’utilisation d’une protéine purifiée (PPD -Purified Protein Derivative). Une utilisation 
identique dans notre étude aurait permis de statuer non seulement sur la spécificité de la 
protéine LACK, mais aussi sur celle de la leishmanine. 
Enfin, le seuil de sensibilité n’a pas été établi ; à 100 µg/mL, les IDR à la protéine LACK ont 
été successivement positives puis négatives ; quant à la concentration de 700 µg/mL, on 
pourrait penser que la protéine a un effet cytolytique local (ulcères aux sites d’injection sur 2 
chiens différents). 
 
Bien que la protéine LACK paraissait être un candidat approprié pour son utilisation dans les 
tests d’IDR, on peut voir qu’il n’y a aucun parallélisme entre les résultats obtenus avec la 
leishmanine et ceux obtenus avec cette protéine. Plusieurs raisons peuvent expliquer les 
problèmes de fiabilité rencontrés :une concentration non adéquate de la protéine, des 
problèmes de cytotoxicité de la suspension, l’absence des protéines immunogènes impliquées 
chez le chien dans l’orientation vers la réponse immunitaire cellulaire, l’absence 
d’immunogénicité de la suspension (défaut de conformation protéique tertiaire ou quaternaire 
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par exemple) et enfin des problèmes de variabilité individuelle (nombre d’échantillonnage 
très réduit !) 
Au terme de cette étude, la protéine LACK ne paraît pas être le réactif de choix pour une telle 
utilisation ; cependant, étant donné le faible nombre d’animaux utilisés, il aurait été 
intéressant de répéter les IDR comparatives de leishmanine et LACK sur un nombre 
d’animaux plus élevé avant de donner une conclusion définitive. 
C’est ce qui a été fait l’été suivant ma propre étude : 14 chiens des Baléares, connus pour 
avoir une réponse cellulaire élevée vis-à-vis de Leishmania, et situés dans la région 
endémique de l’île de Majorque, ont subi des IDR simultanées à la leishmanine (suspension 
de 3.108 promastigotes inactivés de L. infantum LEM 75/mL de phénol-PBS 0.5% w/v) et à la 
protéine LACK (à la concentration de 100 µg/mL de PBS-0.1%SDS). Les résultats détaillés 
de l’étude figurent en ANNEXE 7. 
Tableau 22 : Tableau récapitulatif des résultats de l’étude menée par A. RAMIS sur 14 chiens des 
Baléares, sur l’île de Majorque, en aôut 2004 
 IDR à la leishmanine IDR à la protéine LACK 
7 chiens sur 14 + - 
2 chiens sur 14 - - 
5 chiens sur 14 douteux douteux 
 
Grâce à cette étude, nos doutes relatifs à l’utilisation de la protéine LACK pour les IDR ont 
été confirmés, puisqu’en résumé : les animaux positifs à l’IDR à la leishmanine se sont 
révélés négatifs à l’IDR à la protéine LACK, les animaux négatifs à l’IDR à la leishmanine se 
sont révélés négatifs à l’IDR à la protéine LACK et les animaux douteux à l’IDR à la 
leishmanine se sont révélés douteux à l’IDR à la protéine LACK. 
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CONCLUSION 
 En dépit de l’introduction de nouvelles techniques et de meilleures performances 
concernant le diagnostic de la leishmaniose canine, on est encore loin d’un test qui serait 
facile d’utilisation, peu onéreux, de réponse rapide et avec 100 % de sensibilité et de 
spécificité. De plus, la quantité de nouvelles données issues de la recherche ont quelque peu 
démenti les idées reçues sur le fait qu’une seule méthode standard puisse être appliquée pour 
le diagnostic de la leishmaniose canine : différentes techniques jouent ce rôle, selon que l’on 
veuille identifier le contact avec le parasite, la maladie clinique ou le statut infectieux. 
La leishmaniose canine constitue une infection parasitaire à deux visages, le premier 
étant représenté par la maladie clinique, et le deuxième étant représenté par l’infection 
subclinique asymptomatique. Comme il a déjà été démontré chez l’homme, la souris [61] et 
plus récemment chez le chien [17, 80], l’immunité protectrice contre la leishmaniose est 
essentiellement de type cellulaire et associée avec la production d’Interféron γ. Or beaucoup 
d’études se sont consacré à l’évaluation de la réponse immunitaire humorale ; la plupart des 
études sur l’application des outils diagnostiques de la leishmaniose canine sont réalisées soit 
sur un grand nombre d’animaux (méthodes sérologiques) soit sur un petit nombre d’animaux 
(PCR). Par conséquent, l’interprétation des données obtenues est délicate et il devient difficile 
de faire un choix sur une méthode diagnostique. Certaines études menées sur un nombre 
important de chiens vivant sur le pourtour du bassin méditerranéen ont montré qu’une 
séroconversion peut intervenir au bout de périodes extrêmement variables après une infection.  
  Il y a encore quelques années, la détection de l’immunité à médiation cellulaire chez le 
chien infecté par Leishmania infantum n’était pas chose courante en raison de l’absence 
d’investigation dans ce domaine. En 1998, l’équipe de CARDOSO [19] parvient à 
standardiser un test d’Intra-Dermo-Réaction utilisant la leishmanine comme réactif, pour 
évaluer l’immunité cellulaire dirigée contre les leishmanies dans une population de chiens 
vivant en région endémique. Si l’innocuité, la répétabilité, les bonnes sensibilité et spécificité 
ont été démontrées, l’inconvénient de cette méthode est le réactif utilisé, en raison de sa 
fabrication que l’on peut qualifier d’« artisanale ». 
 Si la protéine LACK semble être prometteuse pour la mise au point d’un vaccin anti-






ANNEXE 1 : COLORATION DE MAY-GRUNWALD-GIEMSA 
 
COLORATION DE MAY-GRUNWALD-GIEMSA 
 
Principe : 
C’est une coloration cytologique qui utilise les affinités tinctoriales différentes de l’éosinate 
de bleu de méthylène et des azures de méthylène. C’est la coloration de base de la cytologie 
hématologique. 
 
Méthode cytologique :  
May-Grünwald pur 3sec 
ne pas rincer, ajouter de l’eau neutre 3 sec 
rincer à l’eau distillée 
Giemsa au 1/10e pendant 20 mn 




¾ Noyaux bleu sombre 
¾ Cytoplasmes plus ou moins bleus selon leur richesse en ARN (ex : plasmocytes bleu 
sombre) 
¾ Hématies et granules cytoplasmiques soit bleus, soit violets (polychromatophiles) 
 
Réactifs :  
 
 
Photographie 17 : Présentation commerciale des réactifs nécéssaires à la coloration de May-Grünwald-
Giemsa 
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ANNEXE 2 : COLORATION A L’IMMUNOPEROXYDASE 
 
COLORATION A L’IMMUNOPEROXYDASE 
 
Principe : 
L’immunoperoxydase ou IPX a l’avantage fondamental de localiser l’agent pathogène 
spécifiquement sur une population cellulaire extraite de divers prélèvements (sang, lait, 
organes, fécès...). 
C’est une technique rapide, sensible et spécifique. 
 
Sur la population cellulaire prélevée de l’échantillon, on ajoute des anticorps spécifiques de 
l’antigène recherché (3) ; si l’échantillon est positif, le deuxième anticorps marqué avec la 
peroxydase (2) s’unit avec le premier (1) qui à son tour s’est unit avec l’antigène. 
L’addition postérieure d’un substrat chromogène (4) produit la coloration du pathogène et 









Illustration 19 : Principe de la coloration à l’immunoperoxydase 
Tiré de : http ://www.exopol.com/fr/micro.fr.html 
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ANNEXE 3 : REACTION DE POLYMERISATION EN CHAINE PCR 
 
Réaction de Polymérisation en Chaîne 
PCR 
 
Mise au point en 1986, cette technique a connu le développement le plus rapide et le plus 
spectaculaire de la biologie. 
 
Principe : 
La PCR permet d’amplifier une séquence désirée par réplications successives. Il suffit pour 
cela de choisir des amorces oligonucléotidiques synthétiques capables de s’hybrider à ses 
bornes et de réaliser les réplications qui assureront la multiplication de la séquence encadrée 
par les amorces. 
Chaque cycle (dénaturation 95°C, hybrydation 40 à 70°C, élongation 72°C) permet de 
doubler une séquence d’ADN. On atteint un maximum d’amplification après une vingtaine de 
cycles. N utilise une ADN polymérase extraite d’une bactérie (Thermus aquaticus) vivant 
dans les sources chaudes : la Taqpolymérase thermostable qui ne subit pas de dénaturation 
lorsque le mélange est porté à 95°C. 
 
Illustration 20 : Principe de la PCR 
Source : http ://www.ac-versailles.fr/pedagogi/svt/docpeda/banques/electro/techniques/html/pcr.htm 
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Réactions dues à la faculté de certains anticorps (« anticorps agglutinants » ou agglutinines) 
de réunir en amas (agglutinats) des antigènes particulaires, le plus souvent cellulaires, se 
trouvant en suspension homogène et stable. 
CHARRIN & ROGER 1889, WIDAL & SICAR 1896 (fièvre typhoïde humaine :Salmonella typhi) 
 
PRINCIPE 
Théorie du potentiel zeta. 
 
 
Dans un milieu contenant des ions, un antigène 
particulaire présente une surface dotée d’une charge 
nette correspondant à la somme des charges 
unitaires portées par les molécules exposées à sa 
surface. 
Ces charges sont neutralisées par des ions de charge 
opposée présents dans le milieu, qui forment un 
nuage ionique autour de la particule. Il en résulte 
une différence de potentiel entre la surface de la 
particule et le milieu appelée potentiel zeta. 
 
En l’absence d’anticorps, le potentiel zeta est responsable du maintien en suspension des particules, sans 
qu’elles ne forment des aggrégats = suspension « homogène et stable » qui résulte de la répulsion des nuages 
ioniques. 
 
1. En se fixant sur l’antigène, les anticorps 
déplacent le nuage d’ions liés et diminuent le 
potentiel zeta. 
Les forces de répulsion diminuant, les particules 








2. Les anticorps, du fait de leur multivalence 
(plusieurs sites anticorps par molécule) réalisent 
ensuite un pont entre les particules proches. 
Des complexes immuns de grande taille peuvent 
alors apparaître (réseaux antigène-anticorps). 














ANNEXE 5 : CELLULE DE NEUBAUER 
 




Illustration 21 : Caractéristiques de la cellule de Neubauer 
Source : http ://perso.club-internet.fr/amgp/neubau_d.htm 
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ANNEXE 6 : RÉSULTATS DE L’ÉPREUVE DE PROLIFÉRATION LYMPHOCYTAIRE 
 COMPTAGE DES LYMPHOCYTES 
Résultats obtenus après minimum 2 comptages par échantillon (moyenne) 
 Concentration cellulaire de la 
suspension obtenue après extraction 
des lymphocytes 
Volume à prélever pour obtenir avant 
stimulation une concentration de 2.105 
cellules/puit 
Chien 1 67 x 105 cellules/mL 30 µL 
Chien 3 72 x 105 cellules/mL 27 µL 
Chien 4 55 x 105 cellules/mL 36 µL 
Chien 6 109.5 x 105 cellules/mL 18 µL 
 
 PROLIFERATION ET CULTURE CELLULAIRES 
¾ Contrôle positif : prolifération cellulaire dans le milieu additionné de PHA 
Contrôle positif : valeurs d’absorbance lue au spectrophotomètre 
 PHA/R-10/cellules R-10/cellules R-10 
Chien 1 1.667 2.157 2.214 0.135 0.079 0.095  
Chien 3 1.195 1.385 1.402 0.043 -0.020 0.035  
Chien 4 0.987 1.468  0.029    
Chien 6 1.256 1.390 1.369 0.013 0.134 0.061 0.252 
Contrôle positif : valeurs d’indices statistiques 
 %TStudent SI Resta Ponderado 
Chien 1 0.484 19.6 1.91 18.60 
Chien 3 0.180 69.84 1.31 68.84 
Chien 4 Err 42.81 1.2 41.81 
Chien 6 0.012 19.39 1.27 18.39 
 
¾ Prolifération cellulaire dans le milieu additionné de LSA 
Milieu + LSA : valeurs d’absorbance lue au spectrophotomètre 
 LSA/R-10/cellules R-10/cellules R-10 
Chien 1 0.761 0.704 0.661 0.251 0.288 0.265  
Chien 3 0.934 0.907 1.124 0.163 0.141 0.183  
Chien 4 0.740 0.909 0.898 0.294 0.210 0.210  
Chien 6 1.250 1.248 1.286 0.276 0.395 0.181 0.158 
Milieu + LSA : valeurs d’indices statistiques 
 %TStudent SI Resta Ponderado 
Chien 1 0.315 2.65 0.44 1.65 
Chien 3 0.241 6.10 0.83 5.10 
Chien 4 0.875 3.54 0.61 2.54 
Chien 6 0.275 4.45 0.98 3.45 
 
¾ Prolifération cellulaire dans le milieu additionné de protéine LACK 
En bleu figurent les valeurs de %Tstudent supérieures à 5 ; 
En rose figurent les valeurs de SI inférieur à 2 ; 





¾ Chien 1 
Milieu + protéine LACK à différentes concentrations : valeurs d’absorbance  
 LACK/R-10/cellules R-10/cellules R-10 
10 µg/mL 0.358 0.429 0.327 0.510 0.420 0.426 0.142 
2 µg/mL 0.510 0.459 0.479 0.666 0.337 0.493  
1 µg/mL 0.468 0.513 0.508 0.298 0.186 0.564  
0.5 µg/mL 0.313 0.373 0.346 0.257 0.357 0.018  
Milieu + protéine LACK à différentes concentrations : valeurs d’indices statistiques 
 %TStudent SI Resta Ponderado 
10 µg/mL 11.536 0.82 -0.08 -0.18 
2 µg/mL 43.021 0.97 -0.02 -0.03 
1 µg/mL 15.850 1.42 0.15 0.42 
0.5 µg/mL 15.338 1.63 0.13 0.63 
¾ Chien 3 
Milieu + protéine LACK à différentes concentrations : valeurs d’absorbance 
 LACK/R-10/cellules R-10/cellules R-10 
10 µg/mL 0.216 0.242 0.194 0.194 0.176 0.230 0.142 
2 µg/mL 0.249 0.319 0.269 0.152 0.380 0.254  
1 µg/mL 0.279 0.236 0.299 0.277 0.193 0.231  
0.5 µg/mL 0.242 0.195 0.161 0.196 0.256 0.190  
Milieu + protéine LACK à différentes concentrations : valeurs d’indices statistiques 
 %TStudent SI Resta Ponderado 
10 µg/mL 30.837 1.09 0.02 0.09 
2 µg/mL 37.260 1.06 0.02 0.06 
1 µg/mL 9.468 0.16 0.04 0.16 
0.5 µg/mL 34.457 0.93 -0.01 -0.07 
¾ Chien 4 
Milieu + protéine LACK à différentes concentrations : valeurs d’absorbance  
 LACK/R-10/cellules R-10/cellules R-10 
10 µg/mL 0.240 0.268 0.380 0.202 0.215 0.304 0.142 
2 µg/mL 0.342 0.316 0.407 0.292 0.379 0.472  
1 µg/mL 0.361 0.407 0.308 0.398 0.415 0.415  
0.5 µg/mL 0.301 0.271 0.296     
Milieu + protéine LACK à différentes concentrations : valeurs d’indices statistiques 
 %TStudent SI Resta Ponderado 
10 µg/mL 1.861 1.23 0.06 0.23 
2 µg/mL 28.226 0.93 -0.03 -0.07 
1 µg/mL 16.473 0.78 -0.10 -0.22 
0.5 µg/mL     
¾ Chien 6 
Milieu + protéine LACK à différentes concentrations : valeurs d’absorbance  
 LACK/R-10/cellules R-10/cellules R-10 
10 µg/mL 0.239 0.207 0.278 0.360 0.356 0.356 0.142 
2 µg/mL 0.241 0.262 0.380 0.210 0.450 0.361  
1 µg/mL 0.350 0.328 0.335 0.283 0.305 0.338  
0.5 µg/mL 0.313 0.352 0.327 0.237 0.261 0.447  
Milieu + protéine LACK à différentes concentrations : valeurs d’indices statistiques 
 %TStudent SI Resta Ponderado 
10 µg/mL 1.513 0.68 -0.12 -0.32 
2 µg/mL 29.196 0.86 -0.05 -0.14 
1 µg/mL 14.578 1.09 0.03 0.09 
0.5 µg/mL 41.957 1.05 0.02 0.05 
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ANNEXE 7 : RÉSULTATS DE L’ÉTUDE MENÉE SUR 14 CHIENS DES BALÉARES, EN AÔUT 2004 
 
 
Propriétaire : Joan Mestre   Date de l’inoculation : 26 aôut 2004 (17h) 
Race : chien des Baléares   Date des lectures : 29 aôut 2004 (12h) 
Cuisse droite : protéine LACK 0.1 mL SC (0.4 µg/µL) 
Cuisse gauche : Leishmanine 0.1 mL SC 
 
 
Résultats des IDR à la leishmanine et à la protéine LACK sur 14 chiens des îles Baléares, sur l’île de 
Majorque, en aôut 2004 
Nom Age Sexe Erythème 
(diamètre de l’aire 
érythémateuse en cm) 
Induration 
(diamètre de l’aire 
indurée en cm) 
Grosseur 
(épaisseur en cm de la 
peau inoculée en 
comparaison avec la 
peau contigüe) 
   LACK Leishmanine LACK Leishmanine LACK Leishmanine 
1. Murta 8 M 1 0 0.5 0.5 0.5v0.2
5 
0.5v0.25 
2. Clenxa 5 M 1 ? 1 ? 0.5v0.2
5 
? 
3. Pala 8 M 1 2 - - - - 
4. Blanca 9 M 0.5 3x2 0.5 3x2 - 1.5v0.25 
5. Estrella 2 M 0.5 0.5 - - - - 
6. Zidane 2 F - - - - - - 
7. Dama 2 M 1 1 1 1 05v0.25 0.5v0.25 
8. Blanca j 2 M 1 1 1 1 0.4v0.2 0.4v0.2 
9. Quinta 2 M 1 0 1 1.5 0.5v0.2
5 
0.7v0.25 
10. Flipas 8 M 1.5 3 1.5 3 0.5v0.2
5 
1v0.25 
11. Pisto 14m F 1↓ 1↓ 1 1 0.4v0.2
5 
0.5v0.25 
12. Borino 12 M 0.5↓ 1↑ 0.5-1 1 - 0.5v0.25 
13. Lluna 3 M - 1.5 - 1.5 - 0.75v0.25 
14. « Darrera » 3 M - 2x1 - 2x1 - 0.7v0.25 
Etude réalisée par Antonio RAMIS, professeur d’Anatomo-Pathologie de la Faculté Vétérinaire de l’Université 
Autonome de Barcelone 
 
TOUS LES ANIMAUX + A LA LEISHMANINE SONT - A LA LACK (en rouge) 
TOUS LES ANIMAUX - A LA LEISHMANINE SONT - A LA LACK  
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